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SOMMAIRE 
 
 
 
Les organismes unicellulaires sont très vulnérables aux changements rapides de leur 
environnement puisqu’ils sont en contact direct avec celui-ci. Les organismes unicellulaires 
utilisent plusieurs stratagèmes pour réguler l’expression génique et par conséquent, les 
diverses voies métaboliques nécessaires aux différentes conditions environnementales 
auxquelles ils sont confrontés. On sait maintenant que certains ARN, dont les riborégulateurs, 
ont également un grand rôle à jouer dans les processus de régulation de l’expression du 
génome. En général, les riborégulateurs sont des éléments génétiques situés dans les régions 
5’ non traduites (5’ UTR) de l’ARN messager bactérien. Ces éléments possèdent une structure 
tertiaire bien définie qui est conservée à travers l'évolution. Les riborégulateurs subissent un 
changement de conformation en s’associant à un ligand spécifique et modulent l’expression 
des gènes qu’ils contrôlent en aval. 
 
 
Le rôle des riborégulateurs en relation avec le métabolisme des eubactéries peut être d’une 
grande importance. C’est le cas de Clostridium difficile qui voit son génome régulé par au 
moins une quarantaine de riborégulateurs. Étant un pathogène nosocomial, causant des 
infections contractées dans le milieu hospitalier, bien connu pour engendrer des complications 
au niveau de l’intestin, il est intéressant d’étudier la relation gène-riborégulateur-métabolisme 
chez C. difficile. De plus, les riborégulateurs ont montré un potentiel intéressant comme cible 
antibiotique pour combattre certaines infections. C. difficile possède quatre riborégulateurs 
guanine transcriptionnels qui contrôlent quatre gènes intervenant dans la voie de biosynthèse 
de la guanosine monophosphate (GMP).  Deux de ces gènes interviennent directement dans la 
voie de synthèse du GMP soit une guanosine-monophosphate synthase (guaA) et une xanthine 
phosphoribosyltransférase (XPRTase) (xpt) ainsi que deux transporteurs de précurseur 
nommés CD630_21070 codant pour une perméase uracile/xanthine et CD630_ 27040 une 
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perméase putative. Bien que quelques études ont démontré l’importance que pourrait avoir le 
gène guaA chez d’autres espèces bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Streptococcus suis et, Salmonella thyphimurium), aucune étude de C. difficile n'a élucidé la 
relation entre les quatre riborégulateurs guanine et les gènes qu’ils contrôlent, de même que 
leur rôle au sein du métabolisme du GMP dans un contexte in vivo. 
 
 
Le présent mémoire porte sur l’étude de ces quatre riborégulateurs guanine chez C. difficile, 
les gènes régulés par ces riborégulateurs et leurs effets sur la biologie de C. difficile. Une fois 
que les recherches bio-informatiques ont été entreprises, le projet s’est divisé en deux grandes 
parties soit l’efficacité de régulation des riborégulateurs guanine et l’importance des quatre 
gènes qui sont sous le contrôle de ces riborégulateurs chez C. difficile 630. Afin de vérifier si 
les riborégulateurs guanine avaient une affinité acceptable pour leur ligand (guanine), des 
essais de cartographies chimiques ont été faits et des Kd ont été déterminés. Ces Kd se 
retrouvent tous dans le bas nanomolaire (nM) de 2,61 ± 1,29 nM pour le riborégulateur guaA 
et des Kd de 1,78 ± 0,95 nM, de 3,06 ± 0,29 nM et de 4,44 ± 2,75 nM pour les riborégulateurs 
xpt, CD_21070 et CD_27040 respectivement. Pour la deuxième partie du projet, quatre 
mutants d’inactivation de gène par insertion ont été conçus grâce à l’utilisation du système 
ClosTron. Ces quatre mutants, correspondant aux gènes guaA, xpt, CD630_21070 et 
CD630_27040, ont ensuite été analysés lors d’essais de croissance afin de vérifier les 
phénotypes associés aux inactivations de gènes. À la suite des résultats d’essais de croissance 
des divers mutants d’inactivation, une emphase a été mise sur le gène guaA et son 
riborégulateur puisque ce dernier montrait un phénotype d’inhibition de croissance. 
L’efficacité avec laquelle le riborégulateur guaA pouvait réprimer l’expression génique a été 
déterminée lors des essais de gène rapporteur gusA et de PCR quantitative en temps réel. Une 
baisse de l’expression ligand-dépendante a été observée dans des conditions variant en 
concentration de guanine. Le mutant de délétion par inactivation du gène guaA a aussi 
démontré une baisse dans sa capacité d’infecter un modèle murin. En effet, lors d’une étude 
d’infection en compétition avec le type sauvage, les décomptes cellulaires du mutant guaA 
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étaient diminués de 4 logs. Ces résultats indiquent un rôle fondamental du gène guaA sur le 
pouvoir infectieux de C. difficile 630 et mettent en évidence l’importance du riborégulateur 
qui contrôle l’expression de ce gène. Toutes les expériences faites dans le cadre du projet ont 
été entreprises chez C. difficile 630 afin de garder un contexte plus naturel au cours des 
analyses. Les résultats présentés ici mettent en évidence le potentiel des riborégulateurs 
comme cibles antibiotiques. Des travaux futurs devront être effectués afin de vérifier l’effet 
que pourraient avoir certains analogues de ligands qui ciblent les riborégulateurs guanine sur 
la viabilité de C. difficile. 
 
 
Mots clés : Clostridium difficile, guanine, riborégulateur, ARN, GMP, Clostron, RT-qPCR, 
guaA  
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CHAPITRE 1  
 
INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 
 
 
1.1 Clostridium difficile 
 
 
Bien que depuis 2003, on rapporte une diminution globale des infections nosocomiales 
(infections provenant du milieu hospitalier), une augmentation importante des infections au 
Clostridium difficile (ICD) et une hausse du taux de mortalité ont été observées 
mondialement (Cohen et al., 2010). Selon une étude effectuée en 2010 plus de 14 000 
personnes sont décédées d’ICD et aux États-Unis, les coûts associés ont été estimés à plus de 
3,2 milliards de dollars par année (Cohen et al., 2010). Les spores de C. difficile sont très 
résistantes aux environnements hostiles et aux désinfectants. Elles sont susceptibles d’être 
responsables de la diffusion efficace de C. difficile en milieu hospitalier (Fawley et al., 2007; 
Wilcox et Fawley, 2000). En outre, il existe des souches résistantes à tous les antibiotiques 
connus comprenant le métronidazole (MTZ) et la vancomycine (VAN) (Baines et al., 2009). 
L’étude de la biologie de C. difficile est importante, car elle procure de nouvelles pistes de 
recherche pour contrer ses infections et diminuer le nombre de personnes qui en sont 
atteintes. Bien que le genre Clostridium comprend des espèces moins pathogènes comme 
Clostridium acetobutylicum ou Clostridium butyricum, on trouve aussi parmi ce genre, des 
espèces ayant des effets néfastes sur la santé lors d’infection, notamment Clostridium 
botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens et Clostridium tetani (Barra-
Carrasco et Paredes-Sabja, 2014; Genth et al., 2008; Huang et Sarker, 2006; Raffestin et al., 
2004). Par contre, Clostridium difficile, maintenant appelée Peptoclostridium difficile, 
possède des caractéristiques distinctes des espèces du même genre (Yutin et Galperin 2013; 
Ludwig W et al., 2009). De plus, la connaissance sur les riborégulateurs, les gènes régulés 
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par ces derniers et leurs effets sur la biologie de C. difficile demeure à ce jour encore 
minimale. 
 
 
1.1.2. Caractéristiques générales de Clostridium difficile 
 
 
Clostridium difficile est un pathogène entraînant des complications au niveau du tractus 
intestinal chez l’humain (Borriello, 1990). C’est un bacille à Gram positif, possédant des 
flagelles péritriches, pouvant être retrouvé sous la forme sporulée et possédant un génome 
avec un pourcentage G+C faible (Monaghan, 2015). C. difficile est une bactérie anaérobie 
stricte qui utilise diverses sources de carbone en fonction de son environnement, par 
exemple, lorsqu’elle aura infecté le tractus gastro-intestinal d’un hôte (Brazier et Duerden, 
1998; Rodriguez-Palacios et al., 2007). Son nom provient du terme grec «klostri» signifiant 
«spindle» ou fuseau en français, tandis que le terme difficile désignant l’espèce témoigne des 
grandes difficultés éprouvées lors de l’isolement en laboratoire et de sa croissance très lente 
en milieu de culture. C. difficile est un pathogène entérique qui se contracte par la voie 
fécale-orale. Ingéré au niveau du tractus intestinal, il élira domicile dans l’intestin et le colon 
(Francis et al., 2013). On lui confère un caractère nosocomial opportuniste (Cohen et al., 
2010). Son caractère nosocomial lui est conféré par le pourcentage élevé d’infections à C. 
difficile contractées en milieu hospitalier. Le terme opportuniste vient de sa capacité 
d’infecter un individu immunodéficient ou lors d’une altération du microbiote. L’infection 
par cette bactérie se fait généralement lorsque la flore intestinale bactérienne normale est 
affectée par la prise d’antibiotiques dans le contexte du traitement d’une infection (Ferreyra 
et al., 2014; Haran et al., 2014; Surawicz, 2015). La prise d’antibiotiques à large spectre 
élimine la majeure partie des bactéries commensales du microbiote laissant les spores 
résistantes de C. difficile intactes et libres de compétition (Johnson and Gerding, 1998). Une 
infection à C. difficile engendre des complications dans les milieux hospitaliers et les patients 
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qui contractent cette infection peuvent montrer des signes cliniques sévères (See et al. 2014; 
Gweon et al. 2015). 
 
 
1.1.3. Virulence et caractère pathogène 
 
 
La virulence de C. difficile varie en fonction des souches (c’est-à-dire de la présence ou de 
l’absence de facteurs de virulence encodés par la bactérie), de la personne infectée et de l’état 
du microbiote de la personne. En effet, la cause de cas sévères chez certains patients reste 
encore aujourd’hui ambigüe puisqu’il n’y a pas de lien direct entre la souche de C. difficile et 
la sévérité de l’infection (Burns et al., 2010; Murray et al., 2009; Sirard et al., 2011). Ainsi, 
on retrouve chez des patients infectés par des souches virulentes, des cas d’infections qui 
seront très problématiques et d’autres qui ne seront pas aussi néfastes, voire 
asymptomatiques. Tout de même, C. difficile est perçue comme l’une des principales causes 
de diarrhées associées aux antibiotiques chez les patients hospitalisés (Ferreyra et al. 2014; 
Ludwig W et al. 2009). Selon le CDC (Center for Disease Control and Prevention), elle est 
également classée comme la menace la plus urgente, car, outre son caractère opportuniste, 
elle est également résistante à certains antibiotiques couramment utilisés contre d’autres 
types d’infections. En effet, des tolérances accrues à d’autres antibiotiques ont été rapportées 
chez C. difficile notamment à l’érythromycine, (Schmidt et al., 2007) à la clindamycine, 
(Schmidt et al., 2007)à la rifampine (Curry et al., 2009) ainsi qu’à la tétracycline et au 
chloramphénicol. (Spigaglia et Mastrantonio, 2004)L’acquisition des résistances aux 
antibiotiques peut avoir comme effet l’augmentation de la propagation de C. difficile en 
milieu hospitalier (Samore et al., 2006). Parmi les solutions discutées, certains étudient 
l’élaboration de molécules thérapeutiques ciblant spécifiquement C. difficile ou la conception 
d’antibiotiques à spectre plus restreint laissant la majeure partie du microbiote intacte 
(Ferreyra et al., 2014; Haran et al., 2014; Surawicz, 2015). 
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1.1.3.1. Facteurs de virulence de Clostridium difficile 
 
 
C. difficile produit deux toxines majeures parmi les plus volumineuses du règne bactérien, 
soit les toxines A (TcdA, 308 kDa) et B (TcdB, 270 kDa) (Genth et al., 2008). Toutes deux 
sont des glucosyltranférases (Voth et Ballard, 2005) qui modulent de nombreuses activités 
cellulaires, notamment par la glycosylation de protéines régulatrices de la superfamille Ras 
(He et al., 2002) et de GTPases monomériques (Sun et Hirota, 2015). Bien que le rôle de 
chacune des toxines demeure vague, la toxine A aurait un effet davantage inflammatoire et la 
toxine B, un pouvoir cytotoxique. Les gènes des deux toxines (tcdA et tcdB) se trouvent sur 
un locus de pathogénicité (PaLoc) (Fig. 1). Sur ce dernier, on retrouve également un gène 
codant pour un régulateur positif (TcdR) et négatif (TcdC). La synthèse des toxines est 
dépendante de la phase de croissance bactérienne ainsi que de divers signaux externes, 
incluant la température, la présence de glucose ou certains acides aminés, l’acide butyrique et 
certains antibiotiques (Emerson et al., 2008; Gerber et al., 2008; Voth et Ballard, 2005). Le 
régulateur positif TcdR est un facteur σ alternatif qui régule positivement l’expression des 
gènes de toxines ainsi que l’expression de son propre gène (Dupuy et al., 2008). 
L’expression des toxines TcdA et TcdB ainsi que le régulateur positif TcdR se fait lorsque la 
bactérie atteint la phase stationnaire et sert à diminuer la compétition bactérienne dans son 
environnement et à augmenter la concentration de nutriments accessibles. À l’opposé, le 
régulateur négatif TcdC est exprimé durant la phase exponentielle. Finalement, un gène 
codant pour une protéine (TcdE) est situé entre tcdA et tcdB (Fig. 1). Le fait que les toxines 
de C. difficile ne possèdent pas de peptide-signal permettant leur sécrétion suggère que TcdE 
y joue un rôle au niveau de la perméabilité membranaire, ou du moins facilite la sécrétion, et 
serait similaire aux protéines Holin de phages (Govind et Dupuy, 2012).  
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Figure 1 : Locus de pathogénicité. Représentation schématique du locus de pathogénicité 
(PaLoc) de C. difficile (environ 19 Kb). 
 
 
1.1.3.2. Protéines de virulence 
 
 
Outre les toxines A et B qui constituent les principaux facteurs de virulence, on dénombre 
plusieurs autres gènes qui semblent intervenir à diverses étapes de la pathogenèse. L’étape 
préliminaire d’adhésion se fait via les protéines de surface cellulaire (SLPs, surface layer 
proteins) (Calabi et al., 2002; Karjalainen et al., 2001; Waligora et al., 2001). Le rôle de 
motilité attribué à C. difficile est donné aux flagelles (fliC, fliD) qui en plus de jouer ce rôle, 
interviennent dans l’adhésion (Barketi-Klai et al., 2014; Dingle et al., 2011; Tasteyre et al., 
2001). Bien que la fonction de la capsule pour l’infection de C. difficile n’ait pas encore été 
comprise, on peut supposer qu’elle joue un rôle important quant à la virulence comme c’est 
le cas chez d’autres bactéries pathogènes (Hoo et al., 2014; de Vos et al., 2015). De plus, 
plusieurs enzymes hydrolytiques et protéolytiques sont exprimés à divers stades de la 
pathogenèse causant une mort cellulaire bénéfique au genre Clostridium par l’apport en 
nutriments causé par la lyse cellulaire. De récentes études ont également été menées sur la 
toxine binaire CDT. La toxine binaire exhibe une activité d’actine-ADP-ribosyltransférase 
qui a pour conséquence l’inhibition de la polymérisation des monomères d’actine (Gonçalves 
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et al., 2004; Unger et al., 2015). Cette activité serait impliquée dans l’adhésion non 
spécifique.  
 
 
1.1.4. Effets sur la santé 
 
 
L’acquisition de C. difficile se fait par voie orale, par ingestion de spores qui résistent à 
l’acidité gastrique. Ces spores traversent tout le tractus intestinal n’évoluant en formes 
végétatives plus sensibles qu’après l’estomac et grâce aux sels biliaires (germinants) qui se 
lient au récepteur de germination CspC, ils élisent domicile dans l’intestin et le colon 
(Francis et al., 2013). C’est là que C. difficile se reproduit et colonise les parois épithéliales 
de l’intestin. Les manifestations cliniques d’une colonisation massive de l’épithélium 
entérique par le pathogène se présentent sous forme de douleurs abdominales, diarrhées et 
vont jusqu’aux symptômes plus sévères tels que les perforations, les péritonites, les colites 
pseudomembraneuses, le mégacôlon toxique et même la mort (See et al. 2014; Gweon et al. 
2015). Les conséquences sur la santé d’une infection à C. difficile sont issues de la sécrétion 
des toxines A et B, ainsi que d’autres protéines de virulence, tel que discutées précédemment. 
Ces toxines sont nocives pour l’épithélium intestinal (jonctions serrées) et vont détruire ces 
derniers, déclenchant la réponse inflammatoire par la cytokine interleukin-23 (IL-23) et 
d’autres mécanismes de réponse aux infections comme les motifs moléculaires associés aux 
pathogènes (MMAP ou « PAMP s») (Cowardin et al., 2015). 
 
 
L’un des problèmes majeurs rencontrés chez les patients qui ont subi une infection à C. 
difficile est la forte possibilité de récurrence (8 à 50 %) et la probabilité de récurrence 
augmente avec le nombre d'épisodes ICD (Aslam et al., 2005; McFarland et al., 2002). La 
cause du fort pourcentage de rechute chez les patients infectés par C. difficile est le manque 
de traitements spécifiques. En effet, lors d’une prise d’antibiotique pour contrer l’infection 
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par C. difficile, l’élimination des cellules végétatives se fait, mais il reste toujours des cellules 
de C. difficile sous forme de spores. Le traitement est donc efficace pour soulager les 
symptômes, par contre plusieurs bactéries du microbiote qui protègent l’intestin sont 
éliminées, ce qui entraîne une problématique. Les spores de C. difficile demeurent insensibles 
aux antibiotiques à large spectre et dès lors, exemptes de compétition, elles peuvent 
recoloniser l’intestin plus aisément (Johnson et Gerding, 1998). Afin d’éliminer ce problème, 
il faudrait développer un antibiotique qui aurait une action spécifique contre C. difficile et qui 
n’éliminerait pas les bactéries plus bénéfiques retrouvées dans l’intestin. Cela aurait comme 
effet de maintenir une compétition pour les nutriments et diminuer les probabilités d’une 
colonisation massive par les spores restantes de C. difficile. 
 
 
1.1.5. Traitements 
 
 
Le traitement actuel est principalement axé sur l’utilisation de trois antibiotiques, soit le 
métronidazole, la vancomycine et la fidaxomicine (Gerding et al. 2008; Aslam et al. 2005). 
Cependant, des traitements supplémentaires tels que la normalisation d’électrolytes, le 
remplacement des fluides, l’injection intraveineuse d’immunoglobulines, l’injection 
intracolique de vancomycine ou encore la transplantation fécale peuvent s’avérer nécessaires 
(Halsey, 2008; Mathur et al., 2015). La fidaxomicine, maintenant approuvée pour le 
traitement des infections contre C. difficile, avait donné des résultats plus probants pour 
contrer les rechutes (Scott, 2013). Par contre, les résultats parus depuis l’approbation de cet 
antibiotique sont discutables quant à leur réel avantage sur les traitements déjà utilisés en 
relation avec le risque de rechute (Sclar et al., 2012). Les antibiotiques actuels utilisés 
comme traitement contre une infection à C. difficile manquent en spécificité et vont éliminer 
une grande partie des bactéries protectrices ou commensales du microbiote lors du traitement 
(Johnson et Gerding, 1998). Le spectre des antibiotiques utilisés est donc trop large.  
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1.1.6. Clostridium difficile 630 
 
 
La souche 630 de Clostridium difficile possède 42 riborégulateurs répartis en 9 classes 
(Tableau 1). Elle possède aussi 19 T-box liant l’ARNt, qui sont eux aussi classés comme des 
riborégulateurs selon Rfam (RNA families). Cette souche utilisée lors de nos travaux a été 
choisie puisqu’elle a été l’objet d’une récente étude de transcriptomique (RNAseq) 
(Soutourina et al., 2013). Les résultats d’expression des ARN des riborégulateurs guanine 
chez C. difficile 630 ont aidé à situer et à diriger nos recherches. En effet, puisque l’essai de 
transcriptomique a été effectué sur des ARNs provenant d’une culture de C. difficile 630, on 
a pu vérifier les niveaux d’expression des divers gènes sous le contrôle de riborégulateurs. 
Les résultats du groupe de Soutourina démontrent une baisse en RPKM (reads per kilobase 
per million mapped reads) des ARNs correspondant aux gènes guaA, xpt et CD_27040 et 
CD_21070 par rapport à leurs régions non traduites en 5’ (5’UTR : région du riborégulateur). 
Cela indique une baisse de l’expression de la partie du gène sur l’ARNm. D’un aspect plus 
technique, plusieurs outils biotechnologiques retrouvés au Laboratoire Fortier ont permis 
d’entreprendre les essais voulus lors du projet de maîtrise sur C. difficile 630.   
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Tableau 1 : Riborégulateurs de C. difficile 630. Diverses classes de riborégulateurs 
retrouvées chez Clostridium difficile 630 avec leur gène associé (sous contrôle du 
riborégulateur) et la fonction du gène selon NCBI et Rfam (National Center of 
Biotechnology Information)(RNA families) 
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1.2. Expression génique et les riborégulateurs 
 
 
La découverte en 2002 des riborégulateurs comme régulateurs de l’expression génique par 
l’ARNm a apporté un nouveau sujet de recherche sur la biochimie, la structure et la 
régulation de l’ARNm (Winkler et al., 2002a). Avant la découverte des riborégulateurs, les 
aptamères d'ARN étaient des cibles attrayantes dans le domaine de la recherche sur les acides 
nucléiques, en raison de leur capacité à se lier sélectivement à une cible d'intérêt 
biotechnologique (ligand). Depuis le début des années 1990, la recherche s’est penchée sur 
ces aptamères d’ARN en utilisant l’Évolution systématique de ligands par enrichissement 
exponentiel (SELEX), une technique servant à découvrir des molécules d'ARN qui se lient 
avec une grande affinité à un ligand spécifique ou avec des analogues de ligand avec une 
affinité moindre (Ellington et Szostak, 1990; Joyce, 1994). Peu après, on a constaté que des 
aptamères d'ARN (riborégulateurs) étaient naturellement présents en tant que régulateurs de 
gènes (Grundy et al., 1994).  
 
 
Le premier riborégulateur identifié a été le T-box, liant l’ARNt de Bacillus subtilis, retrouvé 
dans le 5’ UTR du gène TYRS et codant pour une tyrosyl-ARNt synthétase. Dr Henkin et ses 
collègues (1994) ont constaté qu'un élément au sein de la région 5’ UTR de l’ARNm liait un 
ARNt non chargé, conduisant à la formation d'une hélice de terminaison intrinsèque à 
l’ARNm, réduisant ainsi l’expression du gène par arrêt de transcription de la polymérase 
(Grundy et al., 1994). Bien que ces études soient les premières à rapporter une régulation de 
la transcription de l'ARN par ce mécanisme, il n'était pas clair s'il s'agissait d'un motif unique 
ou d’un élément de régulation général. Quelques années plus tard, Winkler et al. (2002) ont 
repéré un élément de l’ARNm d’Escherichia coli pouvant lier des dérivés de la thiamine tels 
que le TPP (thiamine pyrophosphate). Cette liaison du TPP à l’ARNm changeait la 
conformation de la structure tertiaire de ce dernier, contraignant la région du Shine-Dalgarno 
ou du site de liaison ribosomique (RBS), réduisant ainsi l’expression de la protéine.  
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Ces ARNnc (acide ribonucléique non codants) se démarquent, parmi les ARNnc récemment 
répertoriés, comme les premiers exemples de régulation d’un gène par l'ARNm. Les 
riborégulateurs sont composés d’éléments régulateurs modulaires se retrouvant dans la région 
5’ non traduite (5’ UTR) de l’ARNm et contrôlent l’expression de gènes par la 
reconnaissance d’un métabolite cellulaire. Les deux parties du riborégulateur remplissent des 
fonctions distinctes. L’aptamère reconnaît le ligand et la plateforme d’expression module 
l’expression génique. Cette liaison du métabolite à l’aptamère modifie la structure de la 
plateforme d’expression permettant d’activer ou de réprimer l’expression du gène situé en 
aval (Fig. 2). Les riborégulateurs sont capables de réprimer ou d'activer l’expression du gène 
associé en modulant plusieurs mécanismes de régulation, comme la transcription, la 
traduction, la demi-vie de l’ARNm et l'épissage alternatif (Caron et al., 2012; Cheah et al. 
2007; Bocobza et Aharoni 2014; Gusarov et Nudler 1999; Yarnell et Roberts 1999; Wachter 
et al. 2007; Gallo et al. 2008). Les riborégulateurs se retrouvent dans plusieurs domaines de 
vie : archaea (Barrick et Breaker, 2007), eubactéries (Bastet et al., 2011) et eucaryotes 
(Cheah et al., 2007; Thore et al., 2006). Par contre, ils sont beaucoup plus présents chez les 
eubactéries où ils peuvent contribuer à 2 % de la régulation du génome (B. subtilis) (Mandal 
et al., 2003). Cela leur confère l’une des caractéristiques nécessaires au développement 
d’agents thérapeutiques bactéricides. Ce mécanisme de régulation relativement nouveau vient 
augmenter l’importance de l’ARN au sein de la régulation cellulaire. 
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Figure 2 : Schéma de la localisation des éléments d’un riborégulateur et concept 
d’inhibition d’expression du gène en aval. L’aptamère et la plateforme d’expression se 
retrouvent dans le 5’ UTR de l’ARNm en amont du gène. Le schéma représentant la rétro-
inhibition du gène guaA par le produit de la voie de biosynthèse, montre un riborégulateur 
guanine qui réprime l’expression de guaA lors de la liaison à la guanine, qui est un sous-
produit de la voie de biosynthèse dans lequel guaA intervient. 
  
guaA 
Guanine 
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1.2.1 Classement et nomenclature des riborégulateurs 
 
 
Depuis que les riborégulateurs détectant la thiamine pyrophosphate (TPP) ont été découverts 
en 2002 (Winkler et al. 2002), plus de 20 classes de riborégulateurs détectant d’autres ligands 
ont été répertoriées. Les riborégulateurs contrôlent un large éventail de gènes impliqués dans 
des voies de biosynthèses, de formation de biofilms, de transport cellulaire, de motilité ainsi 
que des gènes de virulence chez les bactéries (Bordeleau et al., 2015; Fuchs et al., 2006; 
Furukawa et al., 2012; Groisman et al., 2013; Merino et Gutie, 2012; Takemoto et al., 2014). 
Il existe divers types de ligands et les riborégulateurs qui leur sont associés sont 
généralement classés selon la nature du ligand. Aujourd'hui, le terme riborégulateur inclut les 
ARNm qui répondent à une variété de signaux, y compris, mais sans s'y limiter, aux 
nucléotides (guanine, adénine, 2′-déoxyguanosine, cyclic-di-GMP, et PreQ1) (Batey et al., 
2004; Mandal et Breaker, 2004), acides aminés (lysine, glycine) (Blount et al., 2007; Mandal 
et al., 2004), quelques cofacteurs (cobalamine ou vitamine B12, S-adénosyl-méthionine, 
Tyrosine pyrophosphate, FMN) (Gallo et al., 2008; Lee et al., 2009; Lu et al., 2008, 2011; 
Roth et Breaker, 2009; Takemoto et al., 2014; Winkler et al., 2002a), le pH (Sudarsan et al., 
2006), la température (Kortmann et al., 2011), les ions de métal (Dann et al., 2007; Regulski 
et al., 2008), et les ions fluorés (Baker et al., 2012). Les riborégulateurs sont habituellement 
nommés d’après leur ligand et le gène qu’ils contrôlent. Ainsi, un riborégulateur ayant pour 
ligand la guanine et contrôlant le gène guaA chez C. difficile va être décrit comme le 
riborégulateur guanine guaA de C. difficile.  
 
 
1.2.2. Structure générale des riborégulateurs 
 
 
La structure du riborégulateur peut être décomposée en trois niveaux de base. Le premier est 
la séquence primaire qui est directement transcrite à partir de la matrice d'ADN. Le deuxième 
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niveau est la structure secondaire qui se forme principalement suite aux liaisons d’hydrogène 
entre deux ribonucléotides complémentaires (U-A, G-C). Puisqu’elles sont structuralement 
composées de ribonucléotides, les hélices d’ARN possèdent des caractéristiques différentes 
des hélices d’ADN. Un tour d’hélice d’ARN contient 11 pb versus 10,5 pb pour l’ADN et les 
sillons majeurs des hélices d’ARN sont plus profonds et étroits que ceux des hélices d’ADN 
(Lipfert et al., 2014). En plus des tiges-boucles formées par les hélices d’ARNdb, on y 
retrouve d’autres éléments de structure et des motifs tels des bulles (bulges), des 
pseudonoeuds, des tétraboucles et des interactions triples (Xue et al., 2015; Nozinovic et al., 
2014; Buck et al., 2011; Haller et al., 2013; Serganov et al., 2004; Lu et al., 2008; Santner et 
al., 2012; Dann et al., 2007; Taylor et al., 2013; Blouin et al., 2011). 
 
 
Le troisième niveau est associé au repliement dans l’espace de la structure d’ARN. La 
conformation tertiaire du riborégulateur résulte du positionnement global des tiges et des 
hélices d’ARN au sein d'une molécule d'ARNm ainsi que les interactions entre ces tiges et les 
divers motifs ou éléments de structure de l’ARN (Fig. 3A). La structure tertiaire des 
riborégulateurs est hautement dynamique et flexible (Thirumalai et al., 2001; Tinoco et 
Bustamante, 1999). Des interactions moléculaires entre les diverses parties ou régions du 
riborégulateur vont donner un repliement natif au riborégulateur et assurer une stabilité de la 
structure tertiaire. Il existe diverses structures au sein de la molécule d’ARN soit les boucles 
(L2-L3), les tiges (P1-P2-P3), les motifs (ex : K-turn, K-loop, hernie ou «bulges»), les 
pseudonoeuds, les interactions triples et autres (Fig. 3B-C-D) (Blouin et al., 2011). Ces 
structures seront stabilisées dans un état prédominant assurant la fonction du riborégulateur 
au moment de la liaison du ligand à la jonction centrale ou site de liaison (Serganov et al. 
2004; Blouin et al. 2011).  
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Figure 3 : (adapté de Serganov et al. 2004). Structure et interactions moléculaires du 
riborégulateur guanine xpt de B. subtilis. A) Séquence et structure consensus du 
riborégulateur guanine. Le système de codage couleur est le suivant : les tiges P1, P2 et P3 
sont vert, jaune et bleu, respectivement. Les boucles L2 et L3 sont jaune et bleu, 
respectivement. Les segments de jonction reliant J1-2, J2-3 et J3-1 sont le cyan, l'or et le 
violet, respectivement. Le résidu de pyrimidine déterminant la spécificité à la position 74 est 
mis en évidence par une taille de caractère plus grande. La guanine liée à la jonction centrale 
est indiquée en rouge. Alignements d'appariement tertiaires Watson-Crick et paires de bases 
non canoniques sont représentées par des lignes continues et pointillées, respectivement. Les 
régions ombragées indiquent les différences de conservation entre le riborégulateur adénine 
et guanine. B) Schéma des interactions tertiaires dans la structure repliée du complexe 
riborégulateur-guanine. Le codage couleur est comme il est indiqué dans la partie A. C) 
Représentations en ruban (rotation de 90° sur l'axe vertical en D) du complexe riborégulateur 
guanine-guanine avec le même système de codage couleur (A et B). La guanine liée est 
affichée en rouge. Quatre des cinq cations Mg
2+
 hydratés sont présentés en mauve (les Mg
2+
 
restants interviennent dans les interactions de repliement).  
A B C D 
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1.2.3. Régulation de l’expression génique par les riborégulateurs 
 
 
L’aptamère des riborégulateurs est structuré de telle manière que des tiges se replient autour 
d’une jonction centrale (junction core) ou site de liaison, en formant des interactions 
tertiaires les unes avec les autres (Fig. 3) (Blouin et al., 2011; Buck et al., 2011; Dann et al., 
2007; Haller et al., 2013; Lu et al., 2008; Nozinovic et al., 2014; Santner et al., 2012; 
Serganov et al., 2004a; Taylor et al., 2013; Xue et al., 2015). Des études récentes ont montré 
l'importance des interactions boucle-boucle et tige-boucle sur le repliement de la structure 
tertiaire du riborégulateur lysine lysC de B. subtilis. Le repliement de cette structure tertiaire 
est essentiel au bon positionnement et à la formation du site de liaison de la lysine (Blouin et 
al., 2011). Généralement, la liaison du ligand au site de liaison stabilise la formation de la 
tige P1 (Nozinovic et al., 2014). La tige P1 est habituellement partagée entre les deux parties 
du riborégulateur soit l’aptamère et la plateforme d’expression (Fig. 2). Dans le cas du 
riborégulateur transcriptionnel guanine guaA de C. difficile, le signal de liaison est 
communiqué à la plateforme d’expression en stabilisant sa conformation, créant un anti-
antiterminateur dans la tige P1. Cela assurera la formation d’une tige terminatrice au sein de 
la plateforme d’expression. Cette tige terminatrice fera décrocher l’ARN polymérase et il y 
aura arrêt de la transcription (Fig. 4A) (Kim et Breaker, 2008; Winkler, 2005). C’est le cas 
des riborégulateurs qui répriment l’expression en aval du gène lorsqu’il y a présence du 
ligand. Le cas contraire existe, où la liaison du ligand à l’aptamère forme une tige 
antiterminatrice empêchant la formation d’un terminateur et favorisant l’expression du gène 
(Fig. 4C). Plusieurs autres mécanismes de régulation peuvent être présents à l’intérieur de la 
plateforme d’expression du riborégulateur, notamment des tiges séquestratrices qui bloquent 
l’initiation de la traduction par le ribosome (Fig. 4B). Généralement, les riborégulateurs 
possèdent une structure dynamique qui change en conformation entre deux états 
prédominants (ON/OFF) (Blouin et al. 2011). Ces structures vont être consolidées par des 
ions (Hennelly et al., 2013; Serganov et al., 2008) et les états prédominants apparaîtront au 
moment de la stabilisation de la structure par la liaison du ligand (Blouin et al. 2011). La 
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structure utilisée par la plateforme d’expression varie entre chaque riborégulateur, même 
ceux de la même classe ou dans la même souche bactérienne. Par contre, ils servent tous à 
moduler l’expression de gènes et sont dictés par l’aptamère de façon ligand-dépendante. 
C’est par ce changement de structure que la plateforme d’expression prend une conformation 
dite «ON», pleine longueur ou «readthrough», activant la transcription/traduction du gène en 
aval. Dans le cas contraire, la conformation terminée «OFF» ou «terminated», empêchera 
cette transcription/traduction.  
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Figure 4 : (adapté de Nudler et al. 2004). Notions de terminateur / séquestrateur, 
antiterminateur et anti-séquestrateur. A) Répression génique par la terminaison de la 
transcription. Une tige terminatrice décrochant la polymérase à ARN est formée lorsque 
l’anti-antiterminateur (vert) se forme dans la tige P1 suite à la liaison du ligand. Une tige 
antiterminatrice (bleu) est formée en absence du ligand permettant la transcription du gène. 
B) Répression génique par le blocage de l’initiation de la traduction. Lors de la liaison du 
ligand il y a formation d’une tige anti-antiséquestratrice (vert) qui séquestre le site de liaison 
ribosomique (RBS) bloquant l’initiation de la traduction. C) Activation de l’expression 
génique par la formation d’un antiterminateur (bleu). Le terminateur est formé lorsque le 
riborégulateur adopte la conformation sans ligand. Lors de la liaison du ligand, une tige 
antiterminatrice (bleu) se forme dans la P1 et la transcription complète a lieu. D) Activation 
de l’expression génique par la formation d’une tige antiséquestratrice (vert). Le RBS est 
libéré lorsque le riborégulateur change de conformation OFF (sans ligand avec tige 
séquestratrice) à ON (avec ligand et tige antiséquestratrice). 
Répression : OFF 
Activation : ON 
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1.2.4. Mécanismes de régulation des riborégulateurs 
 
 
Pour mieux comprendre la fonction biologique donnée par ces structures d’ARN et la 
régulation des gènes par les riborégulateurs, il est d'une grande importance d'étudier les 
changements de conformation et la dynamique de repliement encourus lors de la liaison du 
ligand. Une grande partie des recherches dans le passé a été concentrée sur l'observation de 
cette liaison par des études structurales sur les états en absence et en présence de ligand. Bien 
que le premier s'est avéré plus difficile à obtenir, probablement en raison de la nature 
dynamique de la conformation sans ligand (Haller et al., 2011; Jenkins et al., 2011; Johnson 
et al., 2012; Santner et al., 2012; Serganov et al., 2008; Stoddard et al., 2010; Vicens et al., 
2011), beaucoup d’informations ont été amassées. Nous savons aujourd’hui que l’effet de 
régulation par le riborégulateur est dépendant de la formation de cette tige P1. En bloquant la 
formation de la tige P1 par mutation, on perd l’effet de régulation ligand-dépendant (Blouin 
et al., 2011). La stabilisation de la tige P1 est l’évènement qui transmet le signal de liaison à 
la plateforme d’expression qui, par une multitude de mécanismes différents, contrôle 
l’expression du gène en aval. Bien que la plupart des mécanismes de régulation retrouvés 
chez les riborégulateurs soient transcriptionnels ou traductionnels, d’autres modes de 
régulation utilisés par les riborégulateurs ont été répertoriés dans divers laboratoires 
(Bocobza et Aharoni, 2014; Caron et al., 2012; Cheah et al., 2007; Gallo et al., 2008; 
Gusarov et Nudler, 1999; Wachter et al., 2007; Yarnell et Roberts, 1999).  
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1.2.4.1. Riborégulateurs transcriptionnels 
 
 
Aujourd’hui, nous savons que l'un des mécanismes les plus couramment utilisés par les 
riborégulateurs bactériens implique la modulation de la terminaison de la transcription et que 
ce type de mécanisme est prédominant chez les Firmicutes (C. difficile) (Fig. 4A) (Barrick et 
Breaker, 2007). La formation d'une tige d’ARNdb suivie d'une série de résidus uridines 
constitue un terminateur de transcription intrinsèque à l’ARNm en transcription (Gusarov et 
Nudler, 1999; Yarnell et Roberts, 1999), ce qui bloque la transcription par l'ARN polymérase 
et, éventuellement, la libération de la matrice d'ADN et des produits d'ARN naissants. 
 
 
Le contrôle de la régulation par les riborégulateurs transcriptionnels se fait cinétiquement en 
concordance avec la transcription par l’ARN polymérase (Badelt et al., 2015; Gilbert et al., 
2006a). Cela se déroule parallèlement dans le temps sur la partie 5’ non traduite de la 
séquence d’ARNm du riborégulateur. En premier lieu, l'ARN polymérase transcrit une 
première région de l'aptamère d'ARN. Des sites de pause sont présents et permettent le bon 
repliement de la structure du riborégulateur, assurant ainsi la fonction en augmentant le 
temps attribué à la liaison (Perdrizet et al., 2012; Huang et al., 2009b). Si le ligand est en 
concentration suffisante, la formation de la tige P1 transmet le signal de liaison et une tige de 
terminaison stable est alors formée dans la plateforme d’expression du riborégulateur (Fig. 
5A). Ainsi, l'ARN polymérase se dissocie, provoquant une transcription avortée (Barrick et 
Breaker, 2007). Cependant, si le ligand ne se lie pas à l'aptamère, cela provoque un 
appariement de bases alternatif dans lequel une hélice d’anti-terminaison est formée, et 
l'ARN polymérase transcrit le gène en aval. L’exemple décrit représente les riborégulateurs 
dits «OFF» qui favorisent la répression de l’expression des gènes en présence de ligand. Le 
contraire est aussi observé pour les riborégulateurs «ON» qui lors de la liaison du ligand vont 
favoriser l’expression du gène en aval.  
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1.2.4.2 Riborégulateurs traductionnels 
 
 
Les riborégulateurs traductionnels agissent au niveau de la traduction et impliquent 
généralement une activité de transcription normale. Dans ce cas, le même principe de 
régulation s’applique, mais c’est l’initiation de la traduction qui est inhibée par la 
séquestration du RBS. Les riborégulateurs traductionnels peuvent aussi réguler l’expression 
de gènes après la transcription du riborégulateur et de la séquence d’ARNm. On parle alors 
de régulation thermodynamique, puisque l’évènement de liaison est réversible. Si le ligand 
est lié par le domaine de l'aptamère, le RBS ou le site Shine-Dalgarno est obstrué, ce qui 
entraîne l'inhibition de l’initiation de la traduction. En se liant au domaine de l’aptamère, la 
présence du ligand engendre un changement de conformation de la structure de la plateforme 
d’expression, qui séquestre le site de RBS (Fig. 5B) (Winkler et al., 2002a). Lorsque la 
concentration cellulaire du ligand baisse, la quantité de ligands libre diminue, ce qui entraîne 
la formation d'un appariement de bases alternatif où la formation d’un anti-anti-RBS permet 
au RBS d'être lié par les ribosomes. Cela a pour effet d'initier la traduction du gène (Caron et 
al., 2012; Serganov et Nudler, 2013).   
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Figure 5 : (adapté de Nudler et al 2004). Mécanismes de régulation des riborégulateurs 
transcriptionnels et traductionnels. A) Régulation de la transcription de l’ARNm par le 
riborégulateur. L’ARN polymérase transcrit une partie de l’aptamère dans un premier temps. 
Ensuite, en présence ou non du ligand (mauve) il y aura terminaison ou non de la 
transcription par la formation d’une tige terminatrice (terminateur) ou antiterminatrice. B) 
Régulation de l’initiation de la traduction par le riborégulateur. L’ARNm complet est 
transcrit et le riborégulateur contrôle l’initiation de la traduction dépendant de la disponibilité 
du ligand (mauve). La réaction est réversible. En présence du ligand, le riborégulateur adopte 
une conformation séquestrant le RBS ou Shine-Dalgarno (SD). Par contre, l'initiation de la 
traduction et expression génique sont permises en absence du ligand.  
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1.2.5. Gènes, voies de biosynthèse et riborégulateurs 
 
  
Il est clair aujourd’hui que le concept selon lequel les voies de biosynthèse sont régulées par 
l'inhibition du produit final est bien connu: une inhibition de la première enzyme de la voie 
métabolique par les produits de cette même voie (Fox et Kelley, 1972). Une des raisons pour 
lesquelles cette régulation par un des produits de la biosynthèse a lieu est pour assurer une 
homéostasie de la concentration d’un ou de plusieurs produits afin d’éviter une perte 
d’énergie due à une surproduction d’un produit de gène en quantité suffisante. Pareillement, 
une production trop importante d’un produit de gène pourrait se révéler toxique, causant une 
déplétion d’une autre voie du métabolisme empruntant les mêmes substrats (Mulhbacher et 
al., 2010). À travers les années, les organismes vivants ont développé des éléments de 
régulation afin d’assurer cette homéostasie et de toujours conserver une concentration 
cellulaire suffisante du produit final (protéine), de précurseurs ou d’enzymes de biosynthèse, 
tout en assurant de ne pas tomber en carence de ce produit. Cela est d’autant plus vrai avec 
les procaryotes puisqu’ils sont en contact direct avec leur environnement. Ils doivent être 
prêts à faire des changements rapides d’expression de leurs gènes afin de survivre dans les 
conditions rapidement changeantes de leurs milieux (Condon, 2007). Chez les bactéries, la 
rapidité avec laquelle une voie de synthèse peut être activée ou réprimée pourrait jouer un 
grand rôle dans la survie. Il y a donc plusieurs éléments de régulation qui se retrouvent dans 
chaque voie métabolique. Cela est aussi le cas pour la biosynthèse des purines chez les 
microorganismes (Chander et al., 2005; Nygaard et Saxild, 2005; West, 2004). Un des 
éléments de régulation utilisés dans cette voie de biosynthèse chez C. difficile est le 
riborégulateur guanine (Tableau 1). 
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1.3 Les riborégulateurs guanine de Clostridium difficile 630 
 
 
Le riborégulateur guanine fait partie de la classe des riborégulateurs de purine. Les 
riborégulateurs de purine détectent une famille de composés constitués de guanine, adénine, 
2'-déoxyguanosine, cyclique-di-GMP, et PreQ1 (Batey, 2012). Les représentants de chaque 
groupe possèdent des structures conservées ayant des interactions avec le composé purine de 
chaque ligand (Batey, 2012). Les riborégulateurs guanine et adénine sont bien étudiés depuis 
leur découverte et la détermination de leur structure par cristallographie a été faite il y a 
environ 10 ans (Serganov et al., 2004; Batey et al., 2004). Il y a quatre représentants de la 
classe des riborégulateurs guanine chez C. difficile et tous sont prédits par bioinformatique 
comme étant des riborégulateurs transcriptionnels (séquence de U avant les tiges 
terminatrices par Mfold (molecule fold)). Ces riborégulateurs contrôlent la transcription de 
gènes par l'intermédiaire de la liaison à la guanine, et possiblement de ses analogues naturels 
soit l'hypoxanthine ou la xanthine (Batey et al., 2004). Il existe d’autres molécules analogues 
à la guanine qui pourraient aussi lier le riborégulateur. Ce mécanisme de régulation par les 
riborégulateurs guanine est associé au métabolisme des purines dans plusieurs espèces 
bactériennes, car il régule la plupart des opérons dans la voie de biosynthèse des purines 
(Mulhbacher et al., 2010; Winkler, 2005). Dans le cas de C. difficile 630, les riborégulateurs 
guanine régulent quatre gènes notamment impliqués dans la voie de biosynthèse de la 
guanosine monophosphate (GMP) (Fig. 6). Les produits de ces gènes incluent deux 
transporteurs de précurseur appelés 21070 codant pour une perméase uracile/xanthine 
(position 2436110 antisens) et 27040 une perméase putative (position 3125446 sens), ainsi 
que deux enzymes impliqués directement dans la voie de biosynthèse nommées xpt une 
xanthine phosphoribosyltransférase (XPRTase) (position 2694684 antisens) et guaA une 
guanosine monophosphate synthase (position 257962 sens) (selon NCBI; National Center of 
Biotechnology Information) (voir Tableau 1).  
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Figure 6 : (Modifié de Mulhbacher et al., 2010). Métabolisme simplifié du GMP chez C. 
difficile et relation avec les riborégulateurs guanine. Les flèches pleines indiquent la 
direction d’un produit à l’intérieur de la voie de biosynthèse et les enzymes impliquées. Les 
traits pointillés dictent les conversions de substrats indiqués (seuls les gènes pertinents sont 
indiqués). Les lignes grises pointillées annexées à un point d’interrogation indiquent les 
réactions pour lesquelles un produit de gène correspondant n'a pas été trouvé chez C. difficile 
(à partir de la base de données Kegg). Les quatre gènes qui sont contrôlés par un 
riborégulateur guanine (guaA, xpt, 21070 et 27040) sont présentés dans des boîtes et ovales 
grises. Voir le texte pour plus de détails sur ces gènes. 
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1.3.1. Contrôle de l’expression génique par les riborégulateurs guanine de C. difficile 
630 
 
 
Les riborégulateurs guanine de C. difficile sont des riborégulateurs transcriptionnels et lient 
la guanine avec une haute affinité ainsi que des analogues avec moins d’affinité. Les Kd 
(constante de dissociation) retrouvés lors de cartographies chimiques de la guanine pour 
l’aptamère du riborégulateur guanine xpt chez B. subtilis sont dans le bas nanomolaire (5 
nM) (Regulski et Breaker, 2008). Aussi, des essais RT-qPCR démontrent une baisse 
d’expression ligand dépendant du gène régulé chez B. subtilis (Mulhbacher et Lafontaine, 
2007; Mulhbacher et al., 2010). Encore une fois, lors d’essais de bêta-galactosidase effectués 
chez B. subtilis, une baisse de l’activité enzymatique de la -galactosidase est observée de 
façon ligand-dépendante (Mandal et al. 2003; Mulhbacher et al., 2010). Plus près de notre 
organisme à l’étude, des essais de transcriptomique (RNAseq) effectués chez C. difficile 630 
démontrent une baisse en RPKM (reads per KiloBase per million mapped reads) des ARNs 
correspondant aux gènes guaA, xpt et 27040 par rapport à leur 5’ UTR (région du 
riborégulateur) (Soutourina et al., 2013). Ces résultats suggèrent que les riborégulateurs 
guanine de C. difficile 630 exercent une régulation sur l’expression génique et contrôlent 
l’expression de leur gène en aval. 
 
 
On a rapporté que des différences dans la composition en nucléotides des aptamères et des 
plateformes d’expression pourraient jouer un rôle dans l’efficacité de régulation, voire même 
la spécificité d’un aptamère pour son ligand ou analogue (Stoddard et al., 2013). Un fait 
intéressant est la différence entre les séquences des quatre riborégulateurs chez C. difficile 
630. En effet, bien que les quatre aptamères aient des séquences avec des nucléotides 
conservés, il existe quelques différences au niveau des régions non conservées. De plus, les 
plateformes d’expression sont elles aussi complètement différentes en séquence. Ces 
différences pourraient être indicatrices de variance dans les mécanismes de régulation des 
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riborégulateurs guanine chez C. difficile 630 et pourraient avoir un impact sur l’efficacité de 
régulation, la spécificité du riborégulateur et même l’affinité pour un ligand.  
 
 
1.3.2. Implication des riborégulateurs dans la voie de biosynthèse du GMP chez C. 
difficile 630 
 
 
En raison des rôles essentiels des purines dans la physiologie cellulaire, le niveau de 
nucléotides puriques intracellulaire doit être maintenu sous contrôle strict. La voie de 
biosynthèse des purines est étroitement régulée par la répression de la transcription et par des 
mécanismes d'inhibition (Kim et Breaker 2008; Mandal et al. 2003). Un des éléments de 
régulation génique se fait par les riborégulateurs guanine, qui contrôlent l’expression des 
gènes impliqués dans le métabolisme de la biosynthèse des purines. Le contrôle de cette voie 
de synthèse est très complexe. Les travaux sur le riborégulateur guanine (Mandal et al. 2003; 
Mulhbacher et al, 2010; Kim et Breaker 2008; Winkler 2005; Regulski et Breaker 2008), le 
riborégulateur SAM-I (Montange et al., 2010), TPP (Haller et al., 2013; Winkler et al., 
2002b) et c-di-GMP (Bordeleau et al., 2015; Furukawa et al., 2012; Lemay et al., 2011) ont 
clairement démontré qu'une seule catégorie de riborégulateurs peut avoir un large éventail 
d’affinité pour un ligand. Par exemple, B. subtilis contient au moins 11 riborégulateurs SAM-
I et leur affinité pour la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) est généralement corrélée avec le 
rôle des gènes régulés dans l'importation ou la biosynthèse, permettant à B. subtilis d’utiliser 
préférentiellement un approvisionnement exogène, lorsque disponible (Winkler et al., 2003).  
 
 
Aux différences possibles d’affinité, spécificité et de fonction des riborégulateurs guaA, xpt 
21070 et 27040 chez C. difficile, s’ajoute l’importance de chacun des gènes respectifs aux 
divers riborégulateurs et leur rôle propre dans la voie de biosynthèse du GMP. 
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1.3.3 Implication des gènes sous contrôle des riborégulateurs guanine  
 
 
Peu d’études ont été menées sur les riborégulateurs de C. difficile et l’information sur les 
gènes régulés par ces derniers est restreinte. Il en est de même des riborégulateurs guanine de 
C. difficile. De plus, selon NCBI, les deux gènes codant pour des transporteurs, soit 21070 et 
27040, sont définis uniquement par homologie de séquence. Ces protéines contiennent 
généralement 12 régions transmembranaires. De nombreux membres de cette famille sont 
non caractérisés et peuvent transporter différents substrats. C’est le cas de la xanthine 
perméase (PbuX) (Christiansen et al., 1997). Elle joue un rôle dans le transport de la xanthine 
cellulaire, agit aussi comme une perméase d'acide urique qui favorise l'absorption de l'acide 
urique dans la cellule dans des conditions de limitation d'azote (Schultz et al., 2001), agit 
comme un uracile perméase (Ghim et Neuhard, 1994) et est un transporteur sodium-
dépendant de la vitamine C (NC_013209.1 selon NCBI). Par contre, aucune étude n’a été 
menée avec des souches possédant des mutants de délétion de ces gènes. Xpt, une xanthine 
phosphoribosyltransférase de 18000 Daltons, possède un domaine phosphoribosyltransférase  
apparenté à d’autres enzymes comme l’adénine phosphoribosyltransférase (EC:2.4.2.7), 
l’hypoxanthine phosphoribosyltransférase (EC:2.4.2.8), le ribose-
phosphatepyrophosphokinase (EC:2.7.6.1), l’amidophosphoribosyltransférase (EC:2.4.2.14), 
et l’orotate phosphoribosyltransférase (EC:2.4.2.10) (base de données NCBI). Il est prédit 
non essentiel pour la croissance et l’infection chez les pneumocoques puisqu'une souche 
possédant un gène xpt tronqué (non-fonctionnel) fût isolé d’un patient Écossais (Diggle et 
Clarke, 2005). GuaA, une GMP synthétase est une amidotransférase de glutamine de la voie 
de biosynthèse de novo des purines. Il y a quelques résultats qui indiquent que le gène guaA 
serait important pour l’infection intramammaire par S. aureus dans un modèle bovin 
(Mulhbacher et al., 2010; Ster et al., 2013) et lors d’infection dans un modèle murin 
(Mulhbacher et al., 2010). Fait intéressant, le même groupe a procédé à des antibiogrammes 
en utilisant une molécule analogue à la guanine (PC1). Cette molécule cible le riborégulateur 
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contrôlant le gène guaA. Les résultats ont démontré un effet d’inhibition de croissance sur S. 
aureus. La même expérience fut pratiquée sur C. difficile, laquelle a également démontré une 
inhibition de croissance par PC1, indiquant l’importance du gène guaA pour sa croissance. 
Le gène guaA serait aussi important lors d’infections urinaires par E. coli (Russo et al., 
1996), lors d’infections à Streptococcus suis (Wilson et al., 2007), et Salmonella 
thyphimurium (McFarland et Stocker, 1987) indiquant que le gène guaA pourrait se 
démarquer en importance versus les autres gènes régulés par les riborégulateurs guanine chez 
C. difficile. 
 
 
1.4. Importance de la recherche contribuant à la découverte de nouvelles molécules 
thérapeutiques 
 
 
Tous les organismes vivants évoluent au fil du temps, s’adaptant aux pressions 
environnementales auxquelles ils sont confrontés. Ainsi, la pression de sélection exercée par 
la prise de masses d’antibiotiques depuis quelques décennies a favorisé l’évolution de 
bactéries multirésistantes aux antibiotiques. Aujourd’hui, nous voyons apparaître des 
bactéries résistantes contre des antibiotiques de dernier recours (Douris et al., 2008; Gousia 
et al., 2015; Gupta et al., 2004; Kallen et al., 2010; Lesho et al., 2014; Sievert et al., 2013). 
En effet, des souches d’Enterococcus résistantes à la vancomycine (VRE), un antibiotique 
utilisé en dernière phase de traitement contre certaines infections, ont été isolées de patients 
aux États-Unis (Biswas et al., 2014; Gousia et al., 2015). L’Organisation mondiale de la 
santé (OMS) a récemment annoncé l’avènement de l’ère post-antibiotique, signifiant par-là 
que nous entrons dans une période précaire où des souches bactériennes possédant des 
résistances aux antibiotiques vont augmenter significativement. Cette affirmation découle du 
fait que la dernière conception de molécules thérapeutiques atteignant une nouvelle cible 
bactérienne remonte aux années 1980 (Silver, 2011). Il est donc important que des recherches 
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soient effectuées afin d’en apprendre davantage sur le potentiel encore vaste d’autres cibles 
thérapeutiques chez les procaryotes. 
  
 
1.4.1. Résistance bactérienne 
 
 
La résistance aux antibiotiques apparaît comme un phénomène naturel, dû à l'évolution des 
microorganismes. Cependant, elle est favorisée par l'usage des antibiotiques qui exercent une 
pression sélective en privilégiant la croissance de souches résistantes ou encore en induisant 
l'expression de phénotypes inductibles (Moghnieh et al., 2015). De nombreux efforts sont 
déployés en recherche à travers le monde dans le domaine de la conception de nouveaux 
antibiotiques. Par contre, puisqu’elles découlent habituellement de modifications d’un 
antibiotique existant, les souches développent des résistances après quelques générations 
seulement. Le développement de nouvelles molécules thérapeutiques devient alors 
nécessaire. En effet, à la sortie d’un antibiotique sur le marché, cela ne prend que quelques 
années avant que n’apparaisse une souche qui y soit résistante (Chen et al., 2009; Cormier et 
al., 2012; Drawz et Bonomo, 2010; Huang et al., 2009a) (Fig. 7). Cette acquisition rapide de 
résistance peut s’expliquer par l’utilisation continuelle des mêmes cibles d’antibiotiques chez 
la bactérie. Lorsque les antibiotiques se voient inactivés par des mécanismes de résistance 
bactériens, ils sont simplement réutilisés à l’aide d’une modification chimique 
supplémentaire sur la molécule thérapeutique, facilitant la contremodification du mécanisme 
de résistance chez les procaryotes (Jabes, 2011; Phelan et al., 2012; Worthington et 
Melander, 2013). 
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Figure 7 : (adaptée de Clatworthy et al., 2007). Antibiotiques : conception et résistance. 
Schéma linéaire de temps démontrant la date de conception ou de développement d’un 
antibiotique (partie supérieure) et l’année de la découverte de souche résistante à un 
antibiotique (partie inférieure).  
 
 
1.5. Objectifs du projet de maîtrise 
 
 
Chaque riborégulateur guanine chez C. difficile 630 possède une plateforme d’expression 
différente au niveau de la séquence et de la structure ainsi que quelques différences dans la 
séquence de leur aptamère. Considérant que chaque gène possède un riborégulateur qui lui 
est propre, qu’il existe des différences majeures entre chacun de ces riborégulateurs, que la 
régulation est prédite de ce fait de façon transcriptionnelle donc cinétiquement (laps de temps 
décisionnel plus court) et que la position dans la voie métabolique dans laquelle ces gènes 
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régulés sont impliqués varie en importance, il devient alors très intéressant de clarifier cette 
relation. De plus, dans un contexte d’application des connaissances, une méthode d’analyse 
peut être développée afin de discriminer les riborégulateurs les plus intéressants pour la 
conception de molécules thérapeutiques. Puisque les riborégulateurs régulent l’expression de 
gènes de manière ligand-dépendante, une conception de molécules thérapeutiques basée sur 
la reconnaissance du riborégulateur pour son ligand (ou analogues) est envisageable. En fait, 
certains composés analogues des ligands naturels de plusieurs classes de riborégulateurs ont 
démontré une efficacité de régulation de gènes associés (Furukawa et al., 2012; Gilbert et al., 
2006b; Matzner et Mayer, 2015; Taylor et al., 2013). De plus, il a aussi été démontré que ces 
analogues de ligand réduisaient l’expression de gènes importants chez certaines espèces 
bactériennes (Blount et al., 2007; Kim et al., 2009; Lee et al., 2009; Lünse et al., 2014; 
Matzner et Mayer, 2015; Mulhbacher et al., 2010). Considérant l’importance de ces 
découvertes chez certaines bactéries, il est clair qu’une identification parallèle de cibles 
thérapeutiques chez C. difficile serait bénéfique. C’est dans cette optique que l’étude des 
riborégulateurs et de l’impact des gènes régulés sur la biologie de C. difficile a été menée. 
 
 
Un aspect important qui a été pris en considération tout au long de mon projet de maîtrise, en 
rapport avec la conception de molécules thérapeutiques ciblant les riborégulateurs, est la 
détermination de l’efficacité de régulation des différents riborégulateurs. C’est en utilisant 
une méthodologie à trois étapes que les riborégulateurs ont été étudiés afin de sélectionner les 
cibles potentielles les plus intéressantes. Cette méthodologie vise à : (1) Repérer un 
riborégulateur chez C. difficile 630 ayant un ligand connu avec une possibilité de concevoir 
facilement un analogue et qui lie de façon spécifique. (2) Déterminer que la régulation du 
gène en aval par le riborégulateur est efficace. L’étude de leur capacité respective de réguler 
l’expression du gène se retrouvant en aval ont été analysée par RT-qPCR, cartographie 
chimique et par essai de gène-rapporteur. (3) Analyser le gène régulé et déterminer 
l’importance de ce gène pour la voie de biosynthèse dans lequel il est impliqué. Cela fût 
déterminé en obtenant des mutants d’inactivation par insertion des quatre gènes chez C. 
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difficile 630. Cette approche utilisée au cours de mon projet pourrait potentiellement servir de 
méthodologie pour d’autres espèces bactériennes. Une première étape dans la détermination 
de cible et dans la conception de molécules thérapeutiques informe aussi sur les subtilités 
associées aux différences entre chaque riborégulateur d’une même classe au sein de la même 
souche bactérienne. Aussi, elle nous informe sur les différences en importance des gènes et 
des riborégulateurs et de l’implication des différents acteurs au sein du métabolisme. 
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CHAPITRE 2 
 
ARTICLE 
 
 
 
2.1. Résumé de l’article 
 
 
L’article présenté ici reflète les résultats et hypothèses associés à mon projet de recherche de 
maîtrise. Il sera présenté à PNAS (Proceedings of the National Academy of Science). Cet 
article vient souligner l’importance des riborégulateurs guanine pour la biologie de C. 
difficile 630 ainsi que démontrer l’importance du gène guaA sous le contrôle d'un 
riborégulateur. C’est la première fois qu’est démontré l’effet néfaste de la perte d’expression 
normale du gène guaA sur la croissance et le pouvoir infectieux de C. difficile 630. 
Notamment, il est aussi démontré que les quatre riborégulateurs guanine chez C. difficile sont 
exprimés et fonctionnels, d’après les résultats obtenus avec les techniques utilisées lors des 
analyses expérimentales. Les résultats de David Lalonde Séguin pour les figures d’essais de 
croissance sur pétris du mutant d’inactivation par insertion des quatre gènes ainsi que les 
contrôles expérimentaux ont contribué à l’avancement des connaissances sur C. difficile dans 
le cadre de ce projet. Ces résultats viennent appuyer l’hypothèse que les riborégulateurs 
pourraient être efficaces en tant que cible pour la conception de molécules thérapeutiques 
afin de contrer les infections par C. difficile (ICD).  
 
 
2.2 Manuscrit  
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Abstract 
 
 
Clostridium difficile is the main cause of nosocomial antibiotic-associated diarrhea. There is 
an urgent need to identify new antimicrobial targets to tackle this pathogen. Guanine 
riboswitches have been proposed as promising new targets, but experimental evidence of 
their importance in C. difficile is missing. The genome of C. difficile encodes 4 predicted 
distinct guanine riboswitches, each controlling a single gene involved in purine metabolism 
and transport. One of them controls the expression of guaA, encoding a guanosine 
monophosphate (GMP) synthase. Using in-line probing, RT-qPCR and GusA reporter assays, 
we show that these riboswitches are functional in C. difficile, and cause premature 
transcription termination upon binding of guanine. The affinity for guanine is high with Kd 
values in the low nanomolar range, and xanthine and guanosine also bind the guanine 
riboswitches, although with less affinity. We show that inactivating the GMP synthase 
(guaA) in C. difficile strain 630 leads to cell death in poor growth conditions, but not in rich 
medium. Furthermore, the capacity of a guaA mutant to colonize the gut and compete with a 
wild type C. difficile strain was significantly reduced in mice. Together, these results 
demonstrate for the first time the importance of de novo GMP biosynthesis in C. difficile 
during infection. Our data further validate the strategy of targeting guanine riboswitches with 
non-metabolizable analogs to block guaA expression, since de novo GMP biosynthesis is 
crucial for C. difficile growth and competitiveness within the gut environment.  
 
 
Introduction 
 
 
Clostridium difficile is a Gram-positive pathogen causing intestinal infections in humans and 
animals (1). It is currently the most important cause of healthcare-associated post-antibiotic 
infections, but it also causes an increasing number of community-acquired infections (2). The 
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current therapeutic options consist in oral administration of metronidazole, vancomycin or 
fidaxomycin (3). Despite a relatively good efficacy of these antibiotics against C. difficile, 
recurrent infections are becoming increasingly problematic (4). Non-conventional 
approaches such as fecal microbiota transplantation have shown great promises to treat 
recurrent infections, but they have their own limitations and further research is needed (5). 
Thus, it is of upmost importance to develop new drugs to fight this important pathogen.  
Riboswitches have recently made their entry as potential new targets to fight multidrug 
resistant bacteria (6, 7). Riboswitches are cis-acting RNA elements found in the 5’ 
untranslated region (5’-UTR) of a number of bacterial genes, as well as a few eukaryotes (8). 
They often control the expression of genes involved in the biosynthesis of important 
metabolites such as vitamins and cofactors, and new classes are constantly identified (9, 10). 
Riboswitches are typically composed of two functional domains: the aptamer, which 
selectively binds with high affinity (in the low nanomolar range) a target metabolite, and the 
expression platform that responds to metabolite binding and controls the expression of the 
associated gene present on the same messenger RNA (11) (Fig. 8). Upon binding of the 
ligand, a change of conformation in the expression platform leads to a change in the 
expression of the downstream gene. Most known riboswitches are either transcriptional or 
translational switches, meaning that they either affect transcription or translation of the gene, 
but the type of regulation can be more complex (12). They can also promote (ON switches) 
or repress (OFF switches) the gene expression. 
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Figure 8. Schematic representation of the structure of a riboswitch. Shown here is the On 
and OFF states of a riboswitch from Clostridium difficile 630. 
 
 
The simplest riboswitch known to date is the guanine riboswitch. It has been well described 
in the model organism Bacillus subtilis, where it controls the expression of 4 transcriptional 
units, including single genes yxjA and pbuG, or small operons xpt-pbuX or large gene 
clusters like the pur operon encoding 12 genes (9). Guanine riboswitches are transcriptional 
OFF switches and they have been shown to repress the expression of their cognate gene upon 
binding of guanine. In vitro binding assays with the B. subtilis xpt-pbuX riboswitch showed a 
binding affinity (dissociation constant, Kd) for guanine of ~5 nM and a preference of ~10-
fold for guanine over other purine analogs such as xanthine and hypoxanthine (9, 11). 
Guanine riboswitches are associated with genes involved in the metabolism and transport of 
purines. The metabolism of nucleotides is quite complex and involves de novo biosynthesis 
as well as salvation pathways (13, 14). Guanosine monophosphate (GMP) is an important 
cellular metabolite for energy and signaling (e.g. cyclic di-GMP), and that enters into the 
composition of ribonucleic acids. GMP can be generated directly from guanine and 
guanosine, following simple enzymatic reactions (Fig. 9). In the absence of guanine or 
guanosine in the growth environment, bacteria can use adenine and other purine analogs such 
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as xanthine and hypoxanthine for direct conversion into inosine monophosphate (IMP) that 
can be further converted into xanthine monophosphate (XMP), and ultimately GMP through 
the action of the GMP synthase (GuaA). If these purine precursors are unavailable, bacteria 
can use nucleotide salvation pathways, or proceed to de novo biosynthesis of IMP through a 
multistep pathway involving genes from the pur operon (13-16) (Fig. 9). 
 
Figure 9. Simplified metabolic view of the metabolism of purines and GMP biosynthesis 
in C. difficile. Solid arrows indicate that C. difficile encodes the enzymes necessary to 
perform the indicated substrate conversions (only the relevant genes are indicated). Doted 
grey lines indicate reactions for which a corresponding gene product was not found in 
C. difficile (based on the Kegg database). The 4 genes that are controlled by a guanine 
riboswitch (guaA, xpt, 21070 and 27040) are shown in grey boxes. See the text for details on 
these genes.  
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Despite the presence of several genes predicted to participate in purine metabolism and de 
novo GMP biosynthesis in the pathogenic bacterium C. difficile, little is known about these 
pathways and their regulation. In a previous study, we identified 4 guanine riboswitches in 
the genome of strain 630 (17). Of note, each of the 4 riboswitch is predicted to control the 
expression of a single gene. CD630_21070 and CD630_27040 encode proteins with 
conserved domains found in PbuG-like purine transporters (IPR026033, COG2252, 
pfam00860). The exact nature of the substrate(s) transported by these permeases is unknown 
since, but based on bioinformatics predictions, possible substrates could be guanine, 
hypoxanthine, xanthine, uracil, thiamine and/or ascorbate. CD630_23300 encodes a 
predicted xanthine phosphoribosyl transferase (Xpt) and CD630_01980 encodes a predicted 
GMP synthase (GuaA). The products of these genes would catalyze the conversion of 
xanthine into XMP, and XMP into GMP, respectively (Fig. 9).  
 
 
GMP is an important metabolite for bacterial survival and virulence (17-20). Inactivation 
of guaA generally leads to guanine auxotrophy (21, 22) and therefore, guaA is crucial for de 
novo biosynthesis of GMP. In S. aureus, guaA is the last gene of an operon comprising xpt, 
encoding a xanthine phosphoribosyl transferase, pbuX, encoding a purine permease, and 
guaB, encoding an inosine monophosphate (IMP) dehydrogenase. Of interest, this operon is 
under the control of a single guanine riboswitch. Binding of guanine analogs to the 
riboswitch leads to premature transcription termination and repression of the expression of 
the whole operon. The net result is auxotrophy for guanine/GMP (17).  
 
 
Current data suggest that GuaA is also important for C. difficile survival since guanine 
analogs targeting the guanine riboswitch located upstream of the guaA gene leads to growth 
inhibition (17). However, direct experimental evidence for the importance of GuaA and GMP 
metabolism were missing, in particular in the context of an infection. This was the objective 
of our study. Here we show that inactivation of guaA leads to guanine/GMP auxotrophy and 
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affects bacterial growth and survival in vitro. We also show that a guaA mutant is less 
virulent and competitive in a mouse model of C. difficile infection. Furthermore, we 
demonstrate the functionality of 4 guanine riboswitches located upstream of guaA and three 
other genes associated with purine transport and metabolism. Our study further supports the 
potential of guanine riboswitches as therapeutic targets for the treatment of C. difficile 
infections. 
 
 
Materials and methods 
 
 
Bacterial strains and growth conditions 
 
 
C. difficile strain 630Δerm and the Escherichia coli CA434 donor strain used for conjugation 
were kind gifts from Nigel Minton (Nottingham, UK). C. difficile was grown under anaerobic 
atmosphere (10% H2, 5% CO2 and 85% N2) at 37˚C using a Coy Laboratory anaerobic 
chamber (Coy Laboratory). C. difficile was routinely grown in brain heart infusion (BHI) 
(BD Biosciences), BHIS (BHI supplemented with 2% yeast extract and 1% L-cysteine) or in 
TY broth (3% tryptose, 2% yeast extract, pH 7.4). For agar plates, 1.5% agar was added to 
the above media. Mueller Hinton broth (cation-adjusted) (MHBCA; BD Biosciences) and a 
minimal defined medium (MDM) were also used in specific experiments (24). E. coli CA434 
was routinely grown in Luria-Bertani (LB) broth or agar (BioShop). When needed, 
antibiotics were added to media at the following concentrations: Kanamycin 100 µg/mL, 
norfloxacin 12 µg/mL, thiamphenicol 15 µg/mL, or erythromycin 2.5 µg/mL. A list of the 
strains and plasmids used in this study can be found in Supplementary Table 1. 
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 Gene inactivation and complementation in C. difficile 
 
 
The guaA, xpt, CD630_21070 and CD630_27040 genes were inactivated in C. difficile 
630Δerm using the ClosTron technology (23). ClosTron constructs were ordered through the 
DNA 2.0 Company (CA, USA) and transferred by conjugation into C. difficile as described 
elsewhere (31). Selection of integrants was done with erythromycin and confirmation of the 
interruption of the target gene was done by PCR with primers flanking the integration site 
(Supplementary Table 2). For complementation assays, the guaA gene was cloned into the 
SacI and BamHI sites of the shuttle plasmid pRPF144 (26) in place of the gusA reporter 
gene, leading to creation of pSMI5 (guaA), and then transferred by conjugation from E. coli 
CA434 into the appropriate C. difficile mutant strain. 
 
 
Growth curve experiments 
 
 
A 5-mL tube of BHI broth was inoculated from an isolated colony grown on BHI agar and 
incubated O/N at 37°C anaerobically. The next morning, another 5-mL tube of fresh BHI was 
inoculated at 2% with the pre-culture and bacteria were grown until the optical density at 
600nm (OD600) reached ~0.5. Then, bacteria were centrifuged, washed in 5 mL of pre-
reduced PBS and centrifuged again. Bacteria were then inoculated at an initial density of 
~10
7
 CFU/mL in the indicated broth and incubated at 37°C anaerobically. Samples were 
collected at various time points, and serial dilutions were plated on MHBCA plates. Colonies 
were counted after overnight incubation to determine the number of CFU/mL.  
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In-line probing assays 
 
 
For the production of guanine riboswitch aptamers for in-line probing assays, DNA templates 
were prepared from partial duplexes and transcribed using T7 RNA polymerase as previously 
described (Milligan et al., 1987). The aptamer sequences used in this study were based on the 
genomic sequence from strain 630 (INSDC Accession No AM180355), to which a GCG 
sequence was added to the 5′ extremity to allow high transcription yield and to minimize the 
5′ heterogeneity. In-line probing assays were done following standard procedures (25). 
Briefly, [5′-32P]-labeled RNA molecules were incubated for 48 h at 25°C in 50 mM Tris-HCl 
buffer, pH 8.5, 20 mM MgCl2 and 100 mM KCl in the absence or presence of the indicated 
ligand concentrations. The reactions were stopped with a 97% formamide solution containing 
10 mM EDTA, xylene cyanol and bromophenol blue and samples were separated by 
electrophoresis in 8% polyacrylamide gels (acrylamide:bisacrylamide; 19:1) containing 8 M 
urea. Gels were dried and exposed to Phosphor Imager screens. 
 
 
Quantification of gene expression by RT-qPCR 
 
 
The C. difficile strain 630 was grown overnight in BHI broth and the next morning, a 1% 
inoculum was prepared in MDM supplemented with threonine (MDM-T) (24) and guanine 
(25, 100, and 300 mg/L). Cultures were grown for 24 h at 37°C under anaerobic conditions 
and total RNA was extracted as described before (31). The RNA pellet was solubilized in 
RNase-free water (Wisent) and the RNA concentration was determined on a Take3 apparatus 
(BioTek). Aliquots of 10 μg of total RNA were treated with RNase-free Turbo DNase 
(Ambion) and the absence of DNA contamination was verified by real-time quantitative PCR 
(qPCR) using 200 ng of total RNA and PCR primers targeting the 16S rRNA gene as 
previously reported (32). RNA integrity was assessed with an Agilent 2100 BioAnalyzer 
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(Agilent Technologies) through the RNomic platform of the Université de Sherbrooke 
(LGFUS.ca). cDNA synthesis was performed on 1 μg of RNA from three independent assays 
with the SuperScript III (Life Technologies) kit according to the manufacturer’s instructions. 
Quantification of guaA expression was done by real-time qPCR in 10-µL reactions on a 
CFX-96 thermocycler (BioRad) through the RNomic platform, following procedures 
described previously (31). One-way analysis of variance was used to detect significant 
differences between treatments for each guanine concentration. A threshold of p = 0.05 was 
used to assess significance. 
 
 
GusA reporter assays 
 
 
Transcriptional fusions of the guanine riboswitches and the gusA reporter gene were 
constructed as follows. The pRPF144 plasmid (26) was first modified by introducing a 
multiple cloning site (MCS) amplified by PCR from the pMTL84153 plasmid (33), using 
primers LCF837 and LCF838 (Supplementary Table 2). The MCS was then cloned in reverse 
orientation into the SacI site of pRPF144, creating the plasmid pLOS144. This plasmid was 
then used to clone the different riboswitch aptamers, transcriptionally fused to the gusA 
reporter gene. The aptamer region of each riboswitch was amplified by PCR using primers 
listed in Supplementary Table 2. The amplicons were then cloned into the SacI site of 
pLOS144, creating plasmids pSMI1, pSMI2, pSMI3 and pSMI4 containing the riboswitch 
from guaA, xpt, 27040 and 21070, respectively (Supplementary Table 1). The GusA activity 
was measured in MDM supplemented with the indicated metabolites, using a modified 
version of the procedure described in Mani et al (34). Briefly, a pre-culture of C. difficile 
carrying the various plasmids was done in MDM + thiamphenicol 15µg/mL until the OD600 
reached 0.7, at which point cells were centrifuged and washed in reduced PBS, and re-
suspended in MDM +/- the metabolites. Cells were incubated for 2 h at 37°C under anaerobic 
conditions, and 1-mL samples were collected by centrifugation, suspended in Z-buffer, 
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treated for 1 h at 37°C with an endolysin preparation to destabilize the peptidoglycan cell 
wall, and lyzed by sonication. The determination of the GusA activity was then made by 
combining 0.1 mL of lysate with 0.1 mL of Z-buffer in a 96-well plate, and by adding 40 µL 
of a solution of 6 mM p-nitrophenyl-β-D-glucuronide (34). The specific activity was 
determined by reporting the Miller units in function of the total protein concentration of each 
sample, as determined by Bradford quantification. One-way analysis of variance was used to 
detect significant differences between treatments for each aptamer construct. A threshold of p 
= 0.05 was used to assess significance. 
 
 
Determination of C. difficile competitiveness in a mouse model of infection 
 
 
All experiments were performed with 6 to 8 weeks old C57BL/6 female mice (15.5 g to 
19 g), purchased from Charles River Laboratories. Manipulations were in accordance with 
the Canadian Council on Animal Care and the protocol was approved by the animal ethic’s 
committee of the faculty of medicine and health sciences of the Université de Sherbrooke. 
Mice were housed in sterile cages equipped with HEPA filters and sterile bedding, fed with 
sterile food and water ad libitum. Mice were made susceptible to C. difficile infection by the 
addition of 450 mg/L streptomycin and 250 mg/mL clindamycin in their drinking water for 3 
days. Then, a single intraperitoneal dose of clindamycin (1 mg/mouse) was given 24 h before 
gavage with 10
5
 spores of wild type C. difficile 630Δerm and 105 spores of the guaA mutant 
strain, in 0.1 mL of water. Spores were prepared as described before (35). Clinical signs of 
infection were monitored twice a day (diarrhea, hunched back, lethargy) and mice were 
weighed daily. Fresh fecal samples were collected directly from the animal anus at different 
time points, and quickly homogenized in reduced PBS under anaerobic conditions. During 
the acute infection period, some mice had diarrhea and did not produce collectable fecal 
matters and thus some of the samples could not be analyzed for bacterial counts. C. difficile 
total cell counts were determined by plating serial dilutions of the fecal suspensions on BHI 
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agar plates containing 8 µg/mL cefoxitin + 12 µg/mL norfloxacin to select for C. difficile 
cells, as well as 0.1% taurocholic acid and 1 mM glycine to favor spore germination (BHI-
CN-TAG) (35). To count spores, fecal suspensions were treated for 1 h with 50% ethanol and 
serial dilutions were plated on BHI-CN-TAG plates. To discriminate between wild type and 
guaA mutant cells, erythromycin was added to the agar plates; only the mutant strain grew 
due to the presence of an erythromycin cassette introduced with the group II intron of the 
ClosTron. Bacterial counts were determined after overnight incubation at 37°C under 
anaerobic atmosphere and were reported as colony forming units (CFU) per gram of feces. 
 
 
Results 
 
 
Inactivation of the GMP synthase in C. difficile leads to medium-dependent growth 
defects 
 
 
In a previous study, we reported the presence of 4 guanine riboswitches in C. difficile, each 
controlling a gene predicted to be involved in de novo biosynthesis of guanosine 
monophosphate (GMP) and transport of purine precursors (Fig. 9) (17). However, direct 
experimental evidence for the importance or essentiality of these genes was lacking. We 
therefore generated inactivation mutants of these 4 genes in C. difficile strain 630 and 
assessed their importance in cell growth in vitro. To do this, we used the ClosTron gene 
inactivation system (23) to interrupt the guaA, xpt, CD630_21070, and CD630_27040 genes 
(hereafter 21070 and 27040). Inactivation mutants were readily isolated on BHIS agar plates, 
suggesting that the product of these genes is non-essential in rich medium. However, 
C. difficile should be able to generate GMP directly from guanine or guanosine, which are 
likely present in a rich medium such as brain heart infusion broth (BHIS). Thus, we assessed 
growth of the mutants on media that were less rich than BHIS, such as cation-adjusted 
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Mueller-Hinton broth (MHBCA) and C. difficile minimal defined medium (MDM) (24). As 
shown in Fig. 10A-B, all mutants were able to grow on BHIS agar plates. Growth curve 
experiments in broth showed that the guaA mutant grew a little slower than the WT and the 
other mutants, but the final bacterial density was similar after 15 h. On MHBCA agar plates, 
the guaA mutant showed impaired growth, and a 2-log reduction in colony forming units 
(CFU)/mL was observed over the first 8 h of growth in broth (Fig. 10C-D). Likewise, only 
the guaA mutant was affected in MDM broth (Fig. 10E). Complementation of the guaA 
mutant with a plasmid copy of the guaA gene restored the growth phenotype in MDM broth 
(Fig. 10E), as well as on MHBCA agar plates (Fig. 10F), while both the mutant and 
complemented strains grew well on BHIS agar (Supplementary Fig. 1). These results 
demonstrate the essentiality of guaA in poor growth conditions in which de novo 
biosynthesis of GMP is required. As a confirmation of the importance of guaA for GMP 
synthesis, we were able to rescue guaA mutant cells in MDM by the addition of 1 mM GMP 
directly to the medium (Fig. 10E). The growth recovery observed with the guaA mutant after 
8 h was probably caused by the release of cellular metabolites upon cell lysis, thereby 
enabling guaA mutant cells to grow using readily available guanine, guanosine and/or GMP. 
Taken together, these results suggest that only the product of guaA is essential under 
laboratory conditions. For this reason, we focused most of our study on guaA and its cognate 
riboswitch. 
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Figure 10. Growth of wild type (WT) and mutant C. difficile strains in different 
conditions. The WT strain 630 and the indicated mutants (guaA, xpt, 21070 or 27040) were 
grown in BHIS broth (A) or MDM broth (C and E) and bacterial counts are reported in 
CFU/mL in the corresponding graphs. The strains were also streaked and grown on BHIS 
agar (B), or MHBCA agar (D and F). In some experiments, the guaA mutant was 
complemented with the pSMI5 plasmid carrying a copy of the guaA gene under the control 
of the constitutive Pcwp2 promoter. The empty plasmid pRPF144E was used as a control. The 
broth cultures were repeated three times and the mean and standard deviation is reported.  
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The expression of guaA is controlled by a functional riboswitch with high affinity for 
guanine 
 
 
In silico folding of the guanine riboswitches in C. difficile suggests that they all function as 
transcriptional attenuators upon binding of guanine to the aptamer (Fig. 11A). A multiple 
sequence alignment with the consensus sequence of the purine riboswitch available in the 
Rfam database shows that each riboswitch sequence is different, but the predicted secondary 
structure and the conserved nucleotides are present suggesting that the 4 riboswitches in 
C. difficile are functional (Fig. 11B and C). In addition, the presence of 4 independent 
guanine riboswitches in C. difficile 630 suggests that the expression of the associated genes, 
i.e. xpt, guaA, 21070 and 27040, might be regulated independently depending on the 
intracellular levels of guanine and/or related metabolites. To determine whether these 
riboswitches are capable of binding guanine, we performed in-line probing assays with the 
corresponding aptamer from each riboswitch (25). Protection of specific nucleotide residues 
interacting with guanine was observed with increasing concentrations of the ligand. This 
allowed us to confirm their capacity to bind guanine, and also informed us about their affinity 
for the ligand. Dissociation constants (Kd) were all in the low nM range, with 2.61 ± 1.29, 
1.78 ± 0.95, 3.06 ± 0.29, and 4.44 ± 2.75 nM for guaA, xpt, 21070, and 27040, respectively 
(Fig. 12 and Supplementary Fig. 2). We also determined the affinity of the riboswitches for 
xanthine and hypoxanthine, two precursors that lead to the biosynthesis of xanthine 
monophosphate (XMP), which is a direct substrate of the GMP synthase GuaA (Fig. 9). Kd 
values determined by in-line probing assays were an order of magnitude higher than for 
guanine, with 24.12 nM and 93.95 nM for xanthine and hypoxanthine, respectively. 
Together, our data show that the 4 riboswitches can bind guanine with high affinity in vitro 
and that they likely contribute to regulation of gene expression. 
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Figure 11. In silico analysis of the guanine riboswitches in C. difficile. A) Predicted 
folding of the guaA riboswitch showing a transcriptional attenuator upon binding of guanine 
to the aptamer. B) Multiple alignments of the guanine riboswitch aptamer from guaA, xpt, 
21070 and 27040, compared with the consensus sequence from Rfam. C) Secondary structure 
of the consensus derived from the alignment of the 4 riboswitches, showing the conserved 
residues.  
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Figure 12. In-line probing with the guaA riboswitch. In-line probing assays of the C. 
difficile guaA riboswitches in the absence (-) or increasing concentrations (10 pM to 1 µM) 
of guanine (G). Sites of substantial ligand-induced protections (positions 49–54) are assigned 
on the right by a vertical bracket. Lanes NR, L and T1 correspond to molecules that were not 
reacted or that were partially digested by alkali or by RNase T1, respectively. Guanines are 
identified on the left as molecular weight markers. 
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Guanine and related metabolites trigger riboswitch-mediated differential gene 
expression in C. difficile  
 
 
GMP is an important cellular metabolite and the GMP synthase encoded by guaA is expected 
to be important for de novo GMP biosynthesis (Fig. 9). In-line probing data showed that the 
riboswitches can bind guanine in vitro, and therefore should be functional. We further 
investigated whether guanine could repress guaA expression in its natural context, i.e. in 
C. difficile cells grown in the presence or absence of guanine. To do this, cultures of 
C. difficile strain 630 were grown for 24 h in MDM supplemented with threonine (MDM-T) 
(24) and guanine (25, 100, and 300 mg/L).  The relative expression of guaA was then 
analyzed by RT-qPCR after total RNA extraction and cDNA synthesis. A ~2-fold reduction 
in guaA expression was observed in cells incubated with 300 mg/L guanine (Fig. 13A), 
suggesting that the guaA riboswitch is indeed functional in C. difficile. We also verified the 
functionality of the guaA riboswitch using a gene reporter assay. Transcriptional fusions 
were constructed in which the guaA riboswitch and the first 10 codons of the guaA gene 
were fused to the gusA gene encoding the β-glucuronidase reporter enzyme, under the 
control of the constitutive promoter Pcwp2 (Supplementary Fig. 3)(26). Cells were incubated 
for 2 h in MDM supplemented with increasing concentrations of either guanine or the 
analogs xanthine or guanosine, and the GusA activity was determined on whole bacterial 
lysates. The results show that the reporter activity decreased with increasing concentrations 
of guanine, with ~50% reduction in GusA activity with 50 mg/L guanine. A similar result 
was obtained with 50 mg/L xanthine. With guanosine, the inhibition with 50 mg/L was less 
than with guanine or xanthine, with a ~25% reduction in GusA activity. Note that higher 
concentrations of guanosine did not further repress the activity, suggesting a saturation of the 
system. Although guanosine is able to bind the guaA riboswitch in vitro (data not shown), it 
is possible that guanosine is converted to guanine within C. difficile cells, generating guanine 
that can bind to the riboswitch (Fig. 9). A control experiment, in which the gusA gene was 
placed under the control of the Pcwp2 promoter, in the absence of the intervening riboswitch, 
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did not show any difference in gene regulation in the presence of guanine, suggesting that the 
reduction in GusA activity was directly due to an effect on the riboswitch and not on the 
promoter (data not shown). The same reporter strategy was used to determine the activity of 
the other riboswitches associated with xpt, 21070, and 27040 (Supplementary Fig. 4). The xpt 
riboswitch responded well to guanine and xanthine (>50% reduction in GusA activity), and 
to a lesser extent to guanosine. The riboswitch upstream of the transporter 21070 responded 
well to a high concentration of guanosine, with ~50% reduction in GusA at 3,000 mg/mL. 
For the other transporter 27040, the reduction in GusA activity was observed mainly with 
xanthine, and little effect was observed with guanine and guanosine. These results suggest 
some level of specificity between the 4 guanine riboswitches in their natural context.  It also 
suggests that depending on the intracellular levels of guanine and related metabolites, the 
activity of these riboswitches and the expression of their cognate genes will be modulated 
differently. In summary, our results confirm that the guanine riboswitches are functional in 
C. difficile and respond differently to guanine and related metabolites. 
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Figure 13. Functionality of the guaA riboswitch determined by RT-qPCR and reporter 
assays. A) RT-qPCR showing the expression of the guaA gene in C. difficile grown in MDM 
medium with increasing concentrations of guanine. B) GusA reporter assays with the guaA 
riboswitch. The activity was determined after 2 h of incubation in MDM broth supplemented 
with different concentrations of the indicated metabolites. The results shown in A and B 
represent the mean and standard deviations from 3 independent experiments. One-way 
analysis of variance (ANOVA) values compared to without ligand data: * = p<0.05; ** = 
p<0.01; *** = p<0.001.  
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Inactivation of guaA is associated with poor survival and infectivity in a mouse model 
of infection 
 
 
Our in vitro growth experiments suggest that under nutrient-limiting conditions, the activity 
of guaA becomes essential for bacterial survival. We therefore assessed the capacity of guaA 
mutants of C. difficile 630 to colonize mice and cause disease. For this, we used a co-
infection strategy whereby equal numbers (i.e. 10
5
) of C. difficile spores of the wild type and 
guaA mutant were co-administered simultaneously in a mouse model of infection. As shown 
in Fig. 14A, wild type cells readily colonized mice and reached high fecal titers (>10
8
 total 
CFU/g feces) as soon as 1 day post-infection, whereas the guaA mutant remained low with 
~5x10
3
 CFU/g feces. After 2 days of infection, the mutant reached a maximum titer of ~10
6
 
CFU/g feces, but was still 2-log below the wild type strain and at 6 days post-infection 
bacterial counts of the guaA mutant were below the limit of detection of 10
3
 CFU/g feces. 
The total counts of the wild type strain started to decrease after 7 days, but were still over 10
6
 
CFU/g feces at day 9. When considering spores only, a similar trend was observed, although 
in this case the counts of the guaA mutant were very low 1 day post-infection and fell below 
the limit of detection at day 2 (Fig. 14B). Taken together, these results show that inactivation 
of guaA leads to severe colonization defects and poor infectivity and competitiveness in the 
mouse model of C. difficile infection. These results confirm the importance of de novo GMP 
biosynthesis during infection, and that targeting the riboswitch controlling guaA is a 
promising therapeutic strategy.  
 
56 
 
 
Figure 14. Impact of guaA inactivation in the mouse model of C. difficile infection. 
C57BL/6 mice were co-infected with 10
5
 spores each of wild type strain 630 (empty dots) 
and guaA mutant (filed triangles). Total bacterial counts (A) and spore counts (B) are shown 
at different times post-infection and are reported as CFU/g feces. Each dot/triangle represents 
a single mouse. The limit of detection is 10
3
 CFU/mL and is indicated by a dotted line.  
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Discussion 
 
 
In this study, we demonstrate the functionality of the guanine riboswitches in C. difficile, 
using RT-qPCR, in-line probing, and reporter gene assays. These riboswitches control the 
expression of guaA, xpt, 21070 and 27040, 4 genes associated with GMP biosynthesis and 
transport of purine metabolites. These riboswitches bind guanine in the low nanomolar range, 
and we expect these riboswitches to participate actively in the fine regulation of the 
expression of the corresponding genes. We also provide experimental evidence showing the 
importance of de novo GMP biosynthesis in C. difficile. We demonstrate that inactivation of 
the guaA gene, encoding a GMP synthase, leads to severe growth defects under nutrient-
limiting growth conditions, while growth is relatively unaffected under rich conditions. Our 
in vivo infection assays further demonstrate that inactivation of guaA causes a drastic 
reduction in competitiveness and colonization capacity of C. difficile in the mouse model.  
Until now, the importance of guaA in C. difficile was predicted from experiments in which 
non-metabolizable guanine analogs inhibited growth of C. difficile in vitro (17). Similar 
observations were also made with S. aureus, and in the latter case, demonstration of the 
efficacy of guanine analogs in treating mastitis in mice and cows was made (17, 19). The 
overall conclusion was that guanine analogs were capable of blocking the expression of 
guaA through the associated riboswitch, thereby forcing bacteria to exhaust their GMP pool, 
leading to cell death (17). However, inactivation of guaA had never been done in C. difficile 
nor S. aureus, and our study thus provides the first direct experimental demonstration of the 
importance of guaA and GMP biosynthesis for growth of C. difficile under limiting 
conditions, as well as during infection. Previous studies have shown that inactivation of 
guaA encoding the GMP synthase results in reduced virulence of Salmonella in a mouse 
model of infection (27). Likewise, inactivation of guaA in E. coli is associated with guanine 
auxotrophy (28) and the inability of the bacterium to grow in urine in vitro, with a 2-3 log 
loss of viability after 6 h. In addition, a guaA mutant was significantly less virulent in a 
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mouse model of urinary tract infection (18). It thus appears that de novo biosynthesis of GMP 
is also crucial for full virulence of C. difficile in the gut.  
 
 
One interesting aspect of guanine riboswitches in C. difficile is that the 4 of them are 
associated with only one gene predicted to participate to GMP biosynthesis and transport of 
purine precursors such as xanthine and hypoxanthine. In other clostridia such as Clostridium 
acetobutylicum, Clostridium beijerinckii and Clostridium botulinum, guanine riboswitches 
control an xpt-pbuX operon associated with xanthine metabolism and transport on the one 
hand, and a guaB-guaA operon associated with GMP biosynthesis from purine IMP and 
XMP on the other hand. This gene organization suggests co-regulation of transporters and 
enzymes associated with specific metabolic pathways by guanine-responsive riboswitches. In 
B. subtilis, 4 guanine riboswitches control either single genes (e.g. pbuG or yxjA) or 
transcriptional units associated with purine metabolism, like the xpt-pbuX and pur operons 
(9). In Staphylococcus aureus and other staphylococci, a simplified regulatory network for 
the control of GMP biosynthesis is observed, with a single guanine riboswitch controlling an 
operon comprising xpt, pbuX, guaB and guaA (17).  
 
 
The inactivation mutants in C. difficile showed that only guaA seems essential under poor 
growth conditions. Inactivation of the xanthine phosphoribosyl transferase (Xpt) or the two 
transporters (21070 and 27040) did not impact growth of C. difficile in vitro. In these 
mutants, other alternative routes such as the purine salvation pathway are probably available 
to provide XMP to feed the GMP synthase (Fig. 9). We did not test double or triple mutants, 
so we cannot predict the consequence of the inactivation of one or the two transporters and 
xpt altogether, but the net result would possibly be similar to single mutants; salvation 
pathways would probably take the relay. The genome of C. difficile 630 also contains several 
other putative transporters of purine and related metabolites that are not associated with 
riboswitches, like CD630_20750 (pbuX, a putative xanthine permease), CD630_20900 and 
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CD630_20910 (two putative xanthine/uracile permeases), CD630_25940 (uraA, putative 
uracil permease), and CD630_31800 (putative purine permease). Although the functional 
characterization of these transporters is not available, we can expect that they participate in 
the transport of these metabolites. It is therefore not surprising that inactivation of 21070 and 
27040 did not lead to growth defects in vitro. 
 
 
The in-line probing data showed that the guanine riboswitches in C. difficile bind guanine 
and purine analogs in the low nanomolar range, which is consistent with values reported for 
other bacteria like B. subtilis, in which the guanine riboswitch controlling the xpt-pbuX 
operon has an apparent Kd value of ≤ 5 nM (9). Regions of the guanine aptamer, the so-called 
“Tune-Box”, can accommodate small differences in the unstructured and ligand-free form 
(29). Variations in the nucleotide composition of the tune-box can modify the affinity of a 
guanine riboswitch aptamer for its ligand. In fact, one of the hallmarks of riboswitches is 
their ability to discriminate between closely related metabolites, to avoid regulatory crosstalk 
between different metabolic pathways. For example, the TPP riboswitch from E. coli binds 
thiamine pyrophosphate (TPP) with a ~1,000-fold greater affinity than thiamine phosphate 
(TP) or thiamine (30). In B. subtilis, the Kd value of the xpt-pbuX guanine riboswitch aptamer 
towards xanthine and hypoxanthine is ~ 50 nM, which is also 10 times higher than for 
guanine (9). We expected that the guanine riboswitches in C. difficile would have different 
affinities towards guanine and purine analogs due to the differences in their aptamer 
sequences. Although the differences in Kd values were small, we did observe some 
differences in the affinity toward guanine, xanthine and guanosine. In particular the 
riboswitches controlling the expression of the two enzymes GuaA and Xpt were sensitive to 
the presence of guanine, while the riboswitch controlling the transporter 27040 did not 
respond to guanine but was sensitive to xanthine mainly. The metabolism of purines and 
GMP is a complex multistep process involving multiple genes and transporters. We are still 
far from a clear picture of the system, but our study provides highly useful data on the 
importance of de novo GMP biosynthesis in C. difficile. 
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Targeting riboswitches with small molecules has potential in the search of new antibacterial 
drugs (6). Our study suggests that ligands specific for the guaA riboswitch should lead to 
repression of guaA expression and hence, should also lead to reduced virulence and 
competitiveness of C. difficile in the gut. Whether drugs targeting the 4 riboswitches at once 
would be better remains to be established, but the focus should certainly be put on the one 
controlling guaA, which is a crucial gene for GMP biosynthesis. 
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SUPPLEMENTARY INFORMATION 
Supplementary TABLES 
 
 
 
Tableau 2 : Supplementary Table 1. Strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Description Source 
Escherichia coli CA434 Conjugation strain carrying the RP4 plasmid (23) 
C. difficile   
630Δerm (WT)  (23) 
guaA Strain 630Δerm carrying the group II intron in guaA 
(ClosTron Cdi-guaA-700s) 
This study 
xpt Strain 630Δerm carrying the group II intron in xpt (ClosTron 
Cdi-xpt-285s) 
This study 
21070 Strain 630Δerm carrying the group II intron in 21070 
(ClosTron Cdi-21070-1033s) 
This study 
27040 Strain 630Δerm carrying the group II intron in 27040 
(ClosTron Cdi-27040-1019a) 
This study 
630-pSMI1 Strain 630Δerm carrying pSMI1 This study 
630-pSMI2 Strain 630Δerm carrying pSMI2 This study 
630-pSMI3 Strain 630Δerm carrying pSMI3 This study 
630-pSMI4 Strain 630Δerm carrying pSMI4 This study 
guaA-pSMI5 guaA strain complemented with pSMI5 This study 
guaA-pRPF144 E guaA strain complemented with pRPF144E This study 
Plasmid 
  
pRPF144 gusA reporter gene under constitutive cwp2 promoter (26)  
pLOS144 pRPF144 with a multiple cloning site inserted at the SacI 
site 
This study 
pSMI1 pLOS144 carrying the guaA riboswitch  This study 
pSMI2 pLOS144 carrying the xpt riboswitch This study 
pSMI3 pLOS144 carrying the 27040 riboswitch This study 
pSMI4 pLOS144 carrying the 21070 riboswitch This study 
pSMI5 pRPF144 plasmid in which the gusA gene was replaced by 
guaA 
This study 
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Tableau 3 : Supplementary Table 2. Primers used in this study 
Name Sense Sequence (5’>3’) Target or purpose 
LCF759 F GGGACAAGATACTTACAAACTTCT Flanking the ClosTron 
insertion site – to confirm 
inactivation of guaA 
LCF760 R ATTTCCATGTCCACTTTCTATAACA 
LCF777 F AGGAACTAGTACTGTTACAACATT  Flanking the ClosTron 
insertion site – to confirm 
inactivation of 27040 
LCF778 R AACTGTAACAAAAGCAGGTACAGC  
LCF780 F GAGCAGCTCTTCCATTTGCCAAAA  Flanking the ClosTron 
insertion site – to confirm 
inactivation of xpt 
LCF781 R CAGTGTTTCAGGAAATGATATACT  
LCF783 F CTGTACCAAGCATTAAATATCCAAC Flanking the ClosTron 
insertion site – to confirm 
inactivation of 21070 
LCF784 R AGATTTAGGATATGTACTACATCC  
LCF841 F GCTCGAGCTCACAAGGAGAGATGTGAATTTAT To amplify guaA to 
create pSMI5 for 
complementation assays 
LCF842 R GGCCGGATCCAGAGAGACCTTAAATCCTGTA 
LCF843 F GGCCCTCGAGAAATATAAACTCACTCGTAT To amplify the guaA 
riboswitch to create 
pSMI1 
LCF844 R GCGCCTCGAGTTATATTACAAGTACTAATTCA 
LCF845 F GGAACTCGAGTTAGCCTTCTCTCAATATCTT To amplify the xpt 
riboswitch to create 
pSMI2 
LCF846 R GCGACTCGAGAGGAATAAATTAATA 
LCF847 F GGGCCTCGAGTTATTTCTGCATAGTACTAC To amplify the 21070 
riboswitch to create 
pSMI4 
LCF848 R GCGCCTCGAGTCGTAAAGAAAAATTCAT 
LCF849 F GGCCCTCGAGCGATATAATACAACAGAA To amplify the 27040 
riboswitch to create 
pSMI3 
LCF850 R GCGCCTCGAGTTAACCTGGTTGTACATTGTT 
LCF837 F NNNNGAGCTCCGAGCTCGGTACCCGGGGATCC  To amplify the MCS from 
pMTL84153 to create 
pLOS144 
LCF838 R NNNNGAGCTCCCAAGCTTGCATGTCTGCAGGCC 
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Supplementary figures 
 
 
 
 
Figure 15 : Supplementary figure 1. Growth of WT and guaA mutant strains on BHIS agar. 
The WT strain 630 and the guaA mutant strain were streaked on BHIS agar. The 
complemented guaA mutant (with pSMI5) was also included, along with an empty vector 
control (pRPF144E). 
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Figure 16 : Supplementary figure 2. In-line probing assays. In-line probing assays of the C. 
difficile CD630_2704, CD630_21070, and xpt riboswitches in the absence (-) or increasing 
concentrations (from 10 pM to 100 µM depending on the riboswitch) of guanine (G). Sites of 
substantial ligand-induced protections are indicated on the right by a vertical bracket. Lanes 
NR, L and T1 correspond to molecules that were not reacted or that were partially digested 
by alkali or by RNase T1, respectively. Guanines are identified on the left as molecular 
weight markers.  
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Figure 17 : Supplementary figure 3. Schematic representation of the constructions used 
for the GusA reporter assays. The plasmid backbone is the pRPF144 (26). The riboswitch 
aptamer + the first 10 codons of the corresponding gene was cloned downstream of the 
constitutive Pcwp2 promoter. A multiple cloning site was introduced upstream of the gusA 
gene in order to create a spacer between the stop codon from the inserted gene fragment and 
the ribosome binding site (RBS) from the gusA gene, thereby allowing maximal translation 
initiation efficiency. 
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Figure 18 : Supplementary figure 4. Functionality of the xpt, CD630_21070, and 
CD630_27040 riboswitches determined by reporter assays. GusA reporter assays were 
conducted with pSMI2, pSMI3 and pSMI4, carrying transcriptional fusions of the gusA gene 
with the xpt, 27040, and 21070 riboswitches, respectively. The activity was determined after 
2 h of incubation in MDM broth supplemented with different concentrations of the indicated 
metabolites. The results shown are the mean and standard deviations from 3 independent 
experiments. One-way analysis of variance (ANOVA) values compared to without ligand 
data : * = p<0.05; ** = p<0.01; *** = p<0.001.   
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CHAPITRE 3  
 
DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 
 
 
 
3.1. Rappel des objectifs du projet 
 
 
Selon les CDC (Centers for Disease Control and Prevention), le pathogène C. difficile est 
maintenant considéré comme la menace la plus urgente à la santé humaine parmi les 
pathogènes bactériens. C’est en partie dû à sa capacité de résister aux antibiotiques dans sa 
forme sporulée, lui laissant la possibilité de coloniser le tractus intestinal après élimination du 
microbiote par prise d’antibiotiques à large spectre (Johnson et Gerding, 1998). Par ailleurs, 
on retrouve de plus en plus de souches émergentes de C. difficile démontrant des mécanismes 
de résistance contre des antibiotiques largement utilisés pour les traitements médicaux 
actuels (Peláez et al., 2008; Schmidt et al., 2007; Curry et al., 2009; Spigaglia et 
Mastrantonio, 2004). Ces problématiques sont le résultat d’une utilisation abusive 
d’antibiotiques à large spectre lors du traitement d’infections. Une solution serait l’utilisation 
d’antibiotiques ciblés contre C. difficile afin de réduire l’impact du traitement sur la flore 
intestinale et de diminuer l’infection causée par le pathogène. C’est dans cette perspective 
que l’avancée des recherches dans le domaine des nouvelles cibles antibiotiques potentielles 
s’avère d’une importance grandissante. L’objectif de l’étude présentée faisait référence à la 
détermination et à la caractérisation d’une nouvelle cible potentielle démontrant un avenir 
prometteur, soit le riborégulateur, plus particulièrement le riborégulateur guanine et les gènes 
contrôlés par ce dernier chez C. difficile (Blount et Breaker, 2006).  
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Ce projet de recherche s’est concentré, en premier lieu, sur une approche d’analyse 
méthodique de la fonction et de l’efficacité de régulation du riborégulateur et, en deuxième 
lieu, sur la fonction et les conséquences de l’inhibition du produit du gène régulé. Cette 
approche s’est fondée sur des techniques de cartographie chimique (In-line probing), d’essai 
de gène rapporteur (Bêta-glucuronidase) et de RT-qPCR pour la partie sur la fonction et 
l’efficacité de régulation des riborégulateurs guanine de C. difficile 630, ainsi que sur des 
essais d’analyse de phénotype de croissance sur des mutants d’inactivation des quatre gènes 
sous contrôle de riborégulateurs guanine (guaA, xpt, 21070 et 27040) et des essais de 
comparaison d’infections chez un modèle animal (murin) d’un mutant d’inactivation du gène 
guaA de C. difficile 630. 
 
 
3.2. Les riborégulateurs guanine chez C. difficile 630 détectent la guanine avec une 
haute affinité 
 
 
Les analyses à l’aide de la cartographie chimique présentées ici ont démontré qu’il y avait 
une liaison du ligand par l’aptamère. Le changement de structure des aptamères des quatre 
riborégulateurs guanine a été déterminé par des régions qui augmentaient en protection 
(moins de clivage) lorsqu’on rehaussait la concentration de guanine dans l’essai. Cette 
augmentation de protection ligand-dépendante est aussi un bon indice du ratio d’affinité des 
aptamères pour la guanine. Avec des ratios d’affinité (Kd ou constante de dissociation) dans 
le bas nanomolaire (nM), nous pouvons affirmer que les aptamères de guaA, xpt, 21070 et 
27040 peuvent détecter leur ligand de manière très efficace. Bien que cet essai in vitro ne soit 
pas dans un contexte naturel, plusieurs publications dans la littérature scientifique font état 
d’un lien avec un résultat positif de liaison d’un métabolite par cartographie chimique et des 
essais in-vivo (Blount et al., 2007; Mulhbacher et al., 2010). En effet, les Kd retrouvées pour 
le riborégulateur guaA de 2,61 ± 1,29 nM ainsi que les Kd pour les riborégulateurs xpt, 21070 
et 27040 de 1,78 ± 0,95, 3,06 ± 0.290,29 and 4,44 ± 2,75 nM respectivement sont 
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relativement les mêmes que celles retrouvées dans la littérature scientifique pour d’autres 
riborégulateurs guanine notamment chez B. subtilis ( xpt : 4,6 +/- 3,6 nM) (Mulhbacher et 
Lafontaine, 2007).  
 
 
Il faut cependant tenir compte du fait que les concentrations libres et accessibles du ligand à 
l’intérieur de la cellule dans un contexte in vivo varient beaucoup de la concentration de 
ligand accessible à l’aptamère dans l’essai de cartographie chimique. De plus, puisque seul 
l’aptamère est utilisé dans l’essai, les concentrations nécessaires pour moduler l’expression 
de gènes pourraient être beaucoup plus élevées dans un contexte plus naturel. En effet, la 
seule partie de la plateforme d’expression utilisée dans les essais de cartographie chimique 
est la tige P1 qui est partagée entre la plateforme d’expression et l’aptamère (Regulski et 
Breaker, 2008). Sans prendre en compte la synergie nécessaire avec la polymérase d’ARN, le 
changement de conformation accompli par la structure de l’aptamère lié à la guanine 
demande beaucoup moins d’énergie pour transmettre le signal à la tige P1 seulement versus 
la tige P1 avec la plateforme d’expression complète. Hypothétiquement, ceci se reflètera dans 
les résultats in vivo où il faudra une plus haute concentration pour constater l’effet ligand. 
 
 
Un fait intéressant est la différence entre les séquences des quatre riborégulateurs chez C. 
difficile 630. En effet, bien que les quatre aptamères aient des séquences avec des nucléotides 
conservés, il existe quelques différences entre les séquences. De plus, les plateformes 
d’expression sont elles aussi complètement différentes en composition de nucléotides et en 
séquence. Ces différences pourraient avoir un impact sur la reconnaissance du ligand ou le 
repliement de l’aptamère et de la plateforme d’expression. L’équipe du Dr Batey (2013) fait 
allusion à un «tune-box» situé dans la région correspondant aux nucléotides 21 à 25 des 
aptamères (Stoddard et al., 2013) (Fig. 3). En mutant le «tune-box» de différents 
riborégulateurs guanine chez B. subtilis, le groupe de Batey a démontré un changement 
d’affinité dépendant des nucléotides qui composaient cette région. Dans cette région, les 
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riborégulateurs guanine de C. difficile 630 diffèrent tous entre eux. La différence des 
séquences des aptamères supportées par les trouvailles du Dr Batey (2013) pourrait révéler 
une différence dans l’affinité d’un riborégulateur pour un ligand, de sa spécificité et même de 
sa fonction au cœur d’un même organisme, et encore davantage, d’une même voie de 
biosynthèse. Cependant les quatre riborégulateurs guanine chez C. difficile 630 montrent une 
affinité similaire pour la guanine même si les séquences varient entre elles. Il est tout de 
même possible que les différences en affinité pour le ligand ne soient pas perceptibles au 
moyen de la technique utilisée (cartographie chimique).Ces différences pourraient aussi être 
indicatrices de variance dans les mécanismes de régulation des riborégulateurs guanine chez 
C. difficile 630 et pourraient avoir un impact sur l’efficacité de régulation, la spécificité du 
riborégulateur et même de l’affinité pour un ligand. Ces paramètres spécifiques pour chaque 
riborégulateur sont intéressants et importants pour la compréhension de l’implication de ces 
mécanismes de régulation chez C. difficile. 
 
 
3.3. Contrôle de l’expression des gènes par les riborégulateurs guanine chez C. difficile 
630 
 
 
C. difficile possède une notoriété répandue en tant que bactérie difficilement étudiable en 
laboratoire. Pour cette raison, les outils biotechnologiques utilisés et l’information sur la 
génétique de C. difficile sont moins accessibles. Bien qu’il soit possible de travailler avec les 
riborégulateurs de C. difficile dans un organisme qui faciliterait les manipulations 
biologiques, (il est possible de conjuguer un vecteur contenant un gène rapporteur lacZ 
contrôlé par un riborégulateur de C. difficile dans E. coli ou B. subtilis), les résultats sont plus 
représentatifs lorsqu’on fait les manipulations expérimentales chez l’espèce bactérienne 
étudiée.  
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Afin d’être plus rigoureux et de bien comprendre la mécanistique des riborégulateurs guanine 
chez C. difficile 630, toutes les manipulations et observations ont été faites directement dans 
C. difficile 630. Les résultats présentés ont été obtenus grâce à des outils biotechnologiques 
spécifiques aux Clostridium, tel le système d’inactivation de gène par insertion du Clostron 
(Heap et al., 2007), des vecteurs de conjugaison avec un gène rapporteur de bêta-
glucoronidase spécifique aux Clostridium (vecteurs pRPF144 et pRPF185) ainsi qu’une 
méthode mise au point d’extraction d’ARN au Trizol-chloroforme. Ces résultats reflètent le 
mieux possible ce qui se passe à l’intérieur de la cellule dans des conditions naturelles et 
démontrent de manière précise, la régulation attribuée au pouvoir de modulation de 
l’expression des gènes par les riborégulateurs guanine chez C. difficile 630. De plus, un 
alignement de séquence des quatre riborégulateurs guanine des souches de C. difficile 630, 
R20291, 196, M120 et M68 a été fait et une homologie de 100 % a été retrouvée à travers 
toutes les souches excluant M68 et la fin de la tige P1 de 27040 (voir annexe). Puisque les 
riborégulateurs guanine de C. difficile contrôlent les mêmes gènes chez chacune de ces 
souches, les résultats présentés ici pourraient s’appliquer aux autres souches de C. difficile. 
 
 
3.3.1. La guanine baisse les niveaux d’activité enzymatique de la Bêta-glucuronidase 
sous contrôle d’un riborégulateur guanine guaA chez C. difficile 630 
 
 
Les constructions utilisées pour démontrer l’efficacité de régulation du riborégulateur guaA 
ont fait appel à un vecteur navette contenant un gène rapporteur codant pour la bêta-
glucuronidase avec un insert correspondant au riborégulateur guaA situé en amont. Ces 
divers clones ont été incubés dans des milieux contenant des concentrations variées soit en 
guanine, en xanthine ou en guanosine. La réponse ligand-dépendante de l’activité 
enzymatique de la bêta-glucuronidase suggère une baisse de l’expression de l’ARNm du 
gène codant pour ce dernier par les riborégulateurs guanine. En effet, la guanine, ligand 
naturel du riborégulateur, baissait l’activité enzymatique de près de 50% par rapport au 
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milieu sans guanine à des concentrations de 50 mg/L guanine chez C. difficile 630. Cela 
concorde avec d’autres résultats observés pour des essais de gène rapporteur chez B. subtilis 
menés par le groupe Breaker (2003) et le groupe Lafontaine (2010) où une concentration de 
0,5 mg/ml diminuait l’activité enzymatique de 50 % pour le riborégulateur xpt de B. subtilis 
(Mulhbacher, et al. 2010; Mandal et al. 2003). Ces résultats concordent avec les données 
obtenues durant mes travaux de recherche et indiquent une régulation du gène sous contrôle 
du riborégulateur guanine guaA de façon ligand-dépendante (guanine-dépendante). Les 
différences en concentration nécessaires pour voir un effet ligand (diminuer l’expression ou 
l’activité enzymatique) s’expliquent par les diverses espèces bactériennes utilisées lors de 
l’étude (import membranaire) et des divers aspects techniques lors des manipulations. 
 
 
Une baisse de l’activité enzymatique a également été observée avec une concentration en 
xanthine plus élevée. Cela s’explique du fait que la xanthine, un analogue de la guanine, n’a 
pas autant d’affinité pour le riborégulateur (Kd de 24,1 ± 2.3 nM par cartographie chimique). 
D’après le groupe Breaker (Mandal et al. 2003) la xanthine démontre un Kd de 2 log 
supérieur à celle de la guanine (50 nM). Une baisse de l’activité ligand-dépendante pouvait 
être observée pour ce ligand. Cette baisse était moindre que celle observée lorsque la guanine 
était présente dans les mêmes concentrations corrélant avec l’affinité plus élevée du 
riborégulateur pour la guanine. Cela est également vrai pour les résultats présentés par le 
groupe Breaker lors des essais de gène rapporteur lacZ sur le riborégulateur guanine xpt de B. 
subtilis (Mandal et al. 2003). Par ailleurs, la guanosine exerçait aussi un contrôle sur 
l’activité de la bêta-glucuronidase. Le riborégulateur pourrait avoir une affinité pour ce sucre 
composé de guanine. Une hypothèse alternative serait le clivage de la partie sucre de la 
guanosine après import dans la cellule. La concentration de guanosine présente dans les 
milieux de culture lors des expériences serait suffisante pour augmenter la concentration 
intracellulaire de guanine, exerçant un contrôle sur l’expression de l’ARNm de la bêta-
glucuronidase par l’intermédiaire du riborégulateur. 
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Chez C. difficile, il est probable que les divers riborégulateurs d’une même classe puissent 
posséder des affinités différentes pour leur ligand. Il est donc probable qu’un riborégulateur 
s’active à plus basse concentration, afin de bien maintenir l’homéostasie d’une voie 
métabolique ou afin de maintenir les concentrations d’un élément à un niveau précis. Cela a 
été discuté aussi chez B. subtilis qui démontrait une variance dans la concentration nécessaire 
afin d’atténuer l’expression de gène chez les divers riborégulateurs guanine, SAM-1, TPP et 
C-di-GMP (Mandal et al. 2003; Schyns et al. 2005). Le même résultat a été constaté chez C. 
difficile lors de nos essais. En effet, sur les quatre gènes régulés par les G-Box chez C. 
difficile 630 soit guaA, xpt, 21070 et 27040, deux interviennent directement dans le 
métabolisme de la voie de synthèse du GMP (guaA, xpt) et deux codent pour des 
transporteurs de précurseurs de cette même voie de synthèse (CD_ 21070, CD_27040) (Fig. 
6). Les affinités pour les ligands naturels (guanine ou analogues), ou artificiellement conçus 
(PC1) (Mulhbacher et al., 2010), retrouvés dans la littérature scientifique sur les 
riborégulateurs guanines sont reflétées ici dans les rguésultats pour les riborégulateurs 
guanine de C. difficile 630. De plus, les divergences au niveau des résultats d’expression 
d’ARNm où d’activité enzymatique des gènes rapporteurs sont aussi similaires pour les 
résultats présentés dans ce mémoire sur les riborégulateurs guanine de C. difficile 630. Les 
résultats d’essais de gène rapporteur et de RT-qPCR démontraient des différences marquées 
pour chaque riborégulateur guanine (données non montrées). Ces subtilités suggèrent un 
univers complexe de régulation au sein de la même bactérie et d’autres études devront être 
menées afin d’obtenir un meilleur portrait global du patron de régulation exercé par les 
riborégulateurs guanine au sein d’une voie de biosynthèse des purines. 
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3.3.2. L’ajout de guanine dans les milieux de culture minimal de C. difficile 630 
augmente les concentrations cellulaires de guanine et réduit les niveaux d’expression de 
l’ARNm des gènes contrôlés par les riborégulateurs guanine 
 
 
L’analyse quantitative et comparative de l’expression des ARNm de C. difficile en utilisant 
des milieux variant en concentration de guanine est une approche plus directe qu’un essai de 
gène rapporteur. En effet, ce n’est pas l’activité enzymatique d’une protéine codée par un 
plasmide dans C. difficile que l’on observe, mais bien l’ARNm du gène contrôlé par le 
riborégulateur directement. Ces analyses ont été faites à l’aide de la plateforme RNomique du 
Laboratoire de génomique fonctionnelle de l’Université de Sherbrooke (LGFUS).   
 
 
Le gène guaA fût le candidat le plus intéressant en lien avec les objectifs de cette étude. Les 
résultats obtenus suggèrent une baisse de l’expression de l’ARNm de guaA en présence de 
300 mg/L de guanine dans le milieu minimal de culture en phase exponentielle. Il est 
important de comprendre qu’une concentration de guanine aussi élevée ne se retrouvera pas 
au même niveau intracellulaire. Cela s’explique par le caractère insoluble de la guanine. Sa 
solubilité la rend peu accessible pour l’importation. On peut donc imaginer que les 
concentrations accessibles au régulateur à l’intérieur de la cellule sont beaucoup plus faibles, 
même avec cette concentration. Les résultats obtenus en utilisant des concentrations de 50 et 
100 mg/L de guanine et qui ne démontrent pas de baisse significative de l’expression des 
ARNm de guaA pourraient refléter ce phénomène. Des essais de RT-qPCR menés chez B. 
subtilis montrent une baisse d’expression de l’ARNm de 40 % en présence de 0,5 mg/ml 
guanine pour le riborégulateur xpt et une atténuation de l’expression de plus de 80 % pour le 
riborégulateur pur de B. subtilis avec la même concentration de guanine (Mandal et al. 
2003). Ces résultats de RT-qPCR varient peu des résultats obtenus cités chez le groupe 
Breaker (2008) (0,3 mg/ml vs. 0,5 mg/ml). Ces observations reflètent les différences de 
régulation entre les riborégulateurs d’une même classe à l’intérieur de la même souche. 
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3.4. Importance des gènes régulés par les riborégulateurs guanine 
 
 
Le génome bactérien et la régulation des divers gènes au sein de la même bactérie sont 
complexes. Une multitude de gènes possédant diverses fonctions varient en importance chez 
la bactérie. Certains sont connus pour être des acteurs directs dans une voie métabolique 
(lysC chez B. subtilis, guaA chez S. aureus et C. difficile) d’autres sont des protéines 
membranaires de transport, d’autres encore servent à la motilité (fliC de Vibrio cholerae) ou 
peuvent être impliqués dans la virulence, la formation de biofilms, la sécrétion et 
l’attachement aux cellules épithéliales de l’hôte (Bordeleau et al., 2015; Fuchs et al., 2006; 
Furukawa et al., 2012; Groisman et al., 2013; Merino and Gutie, 2012; Takemoto et al., 
2014). Les résultats obtenus au cours de cette étude démontrent une importance plus grande 
pour le gène guaA chez C. difficile 630, puisque ce dernier démontre une inhibition de 
croissance de la souche mutante guaA ainsi qu’une baisse du pouvoir infectieux de C. 
difficile lorsque le gène guaA est inactivé par insertion. Le gène guaA se révèle le candidat le 
plus prometteur pour la conception de molécules thérapeutiques mimant la guanine et ciblant 
plus particulièrement ce riborégulateur. 
 
 
3.4.1.  Impact des mutants d’inactivation de gène par insertion sur la croissance 
bactérienne 
 
 
Les quatre gènes régulés par des riborégulateurs guanine ont été inactivés par insertion d’un 
intron de groupe II en utilisant le système Clostron (Heap et al., 2007). Chaque mutant a 
ensuite subi des essais de croissance dans des milieux dits riches (TY, BHIS) et  minimaux 
(Karlsson et al., 1999), avec ou sans ajout du produit final de la voie de biosynthèse : le 
GMP. Le milieu pauvre a été choisi pour éviter les voies de contournement et forcer la 
bactérie à faire la synthèse de novo de GMP. Les résultats obtenus suggèrent une corrélation 
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directe avec la proximité du produit final dans la voie de biosynthèse du GMP et 
l’importance de ce gène pour la survie de C. difficile 630. En effet, le phénotype d’inhibition 
de croissance causé par l’inactivation par insertion a été observé seulement dans le cas du 
mutant guaA. Ce mutant possédait une GMP synthase inactivée. De plus le phénotype 
d’inhibition de croissance était seulement observable quand l’essai était mené dans un milieu 
minimal. Ces résultats ont démontré que non seulement guaA était important pour la 
croissance de C. difficile en comparaison avec d’autres gènes, mais ont aussi démontré qu’en 
abondance de nutriments (milieux BHIS et TY), C. difficile pouvait s’approvisionner en 
GMP à l’aide de voies de contournement de la GMP synthase. Cette hypothèse fût vérifiée 
lors des essais de croissance avec ajout de GMP dans le milieu. En effet, le phénotype 
d’inhibition de croissance retrouvé chez le mutant guaA a été perdu lors d’ajout de GMP, le 
produit du gène guaA. Le même résultat fût observé lorsque le mutant guaA fut 
complémenté du gène guaA sur le plasmide pSMI5. Ces résultats indiquent que le gène guaA 
de C. difficile 630 est essentiel pour sa croissance en milieu minimal et que cette inhibition 
est perdue lorsque la bactérie est en moyen de synthétiser le GMP ou qu’il soit en mesure de 
se l’approprier de manière extracellulaire. À l'appui des résultats indiquant l’importance de 
guaA pour la viabilité des cellules, il a été rapporté que l’atténuation de l’expression normale 
de guaA ou lorsque des mutations se produisent dans guaA, Streptococcus suis (Wilson et 
al., 2007), S. aureus (Mulhbacher et al., 2010; Ster et al., 2013) et Salmonella thyphimurium 
(McFarland et Stocker, 1987) ne réussissent pas à infecter de manière normale un modèle 
porcin, bovin et murin, respectivement. Ces résultats suggèrent que la biodisponibilité du 
GMP peut être réduite lors de l'infection de l'hôte et que guaA est susceptible d'être essentiel 
pour une infection bactérienne chez les mammifères. Ainsi, avec des études montrant 
l'importance de guaA pour la croissance bactérienne dans l'urine ou le sang (Russo et al., 
1996), nos données suggèrent que les sites d'infection chez les mammifères peuvent différer 
considérablement dans leurs compositions nutritives de ceux utilisés dans les analyses à 
grande échelle (Mulhbacher et al., 2010) et que des précautions doivent être prises lors de 
l'évaluation de l’«essentialité» d'un gène. 
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3.4.2.  Impact du mutant d’inactivation par insertion guaA sur le pouvoir infectieux de 
C. difficile 630 
 
 
À la lumière de l’importance du gène guaA pour la croissance de C. difficile 630 dans un 
milieu minimal, un essai d’infection par compétition dans un modèle murin a été mené. Cet 
essai avait pour but de vérifier si le phénotype d’inhibition de croissance se traduisait par une 
incapacité à infecter l’hôte, tel qu’observé chez E. coli, S. suis, S. aureus et S. thyphimurium 
(Wilson et al. 2007; McFarland & Stocker 1987; Russo et al. 1996). Il avait aussi pour but de 
vérifier si C. difficile était en mesure de s’approvisionner en GMP dans l’intestin ou le colon 
lors d’une infection chez la souris. Les résultats issus de l’essai de compétition d’infection, 
de décompte de cellules végétatives et des décomptes de spores dans les fèces, démontrent 
une baisse importante dans le nombre de cellules et spores du mutant guaA versus le type 
sauvage. Cela concorde encore une fois avec ce qui a été trouvé dans la littérature 
scientifique sur le gène guaA et son importance dans d’autres espèces bactériennes 
pathogènes (McFarland et Stocker, 1987; Mulhbacher et al., 2010; Russo et al., 1996; Wilson 
et al., 2007). De plus, les résultats reflètent ce qui a été observé lorsque l’expression du gène 
guaA a été réprimée par l’utilisation d’analogues de la guanine ciblant le riborégulateur 
guanine se trouvant en aval de guaA chez S. aureus (Mulhbacher et al., 2010). Ces résultats, 
ainsi que les résultats d’inhibition de croissance, indiquent que le gène guaA est important, 
tant pour la croissance de C. difficile 630 dans un milieu minimal que lors d’infection dans 
un modèle murin. Il est donc proposé que les conditions environnementales chez les modèles 
d’infection animale puissent être moins élevées en concentration de nutriments importants 
que d’abord suggéré. 
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Conclusion 
 
 
L'objectif principal du projet de maîtrise présenté dans ce mémoire était, de façon bien 
générale, d'accroître les connaissances sur les quatre riborégulateurs guanine de C. difficile et 
leurs effets sur la biologie de ce dernier. En effet, ce projet a été réalisé dans l’optique 
d’établir une relation sur la régulation effectuée par les riborégulateurs et l’importance des 
gènes régulés par ces derniers dans le cadre du développement d’agents thérapeutiques 
fondés sur des études menées sur d’autres espèces bactériennes. Aucune étude n’a été 
poursuivie  auparavant sur les riborégulateurs guanine chez C. difficile. Les résultats obtenus 
et démontrés ici, suggèrent que le gène guaA qui intervient directement dans la biosynthèse 
du GMP, serait plus important pour la croissance que les trois autres gènes régulés par les 
riborégulateurs guanine. En effet, le mutant d’inactivation par insertion du gène guaA 
démontre une inhibition de croissance de deux logs par rapport au type sauvage dans un 
milieu minimal. Ce même mutant démontre aussi une baisse drastique de décompte cellulaire 
lors d’une co-infection avec le type sauvage dans un modèle murin. Ces résultats viennent  
supporter l’importance du gène guaA dans l’infection de l’hôte par C. difficile. De plus, le 
phénotype d’inhibition de croissance observé uniquement dans le milieu minimal suggère 
une importance accrue du gène guaA s’il y a une faible biodisponibilité du GMP au moment 
de l’infection. Cette hypothèse est aussi validée par les résultats d’infections, où le phénotype 
d’inhibition de croissance est conservé. 
 
 
En parallèle, les essais de cartographies chimiques, de gène rapporteur et de RT-qPCR 
démontrent une réponse des quatre riborégulateurs guanine au ligand. Cela est autant vrai In- 
vitro qu’In-vivo. Aussi la spécificité des riborégulateurs pour la guanine étant élevée, il est 
tout de même possible pour le riborégulateur de lier des analogues de la guanine.  
 
82 
 
Un des objectifs secondaires de ce projet était d’établir une méthodologie permettant de 
choisir et définir le potentiel d’un riborégulateur chez C. difficile comme étant une bonne 
cible pour la conception de molécules pharmaceutiques. Les analyses faites durant ce projet 
ont réussi à démontrer l’importance du gène régulé sur la biologie de C. difficile et 
démontrent que le riborégulateur assure bien sa fonction de régulation. Ajouté aux résultats 
d’inhibition de croissance du mutant d’inactivation guaA lors d’une infection dans un modèle 
murin, ces résultats font ressortir le potentiel du riborégulateur guanine comme cible 
antibiotique. 
 
 
Il reste beaucoup à étudier et à comprendre sur la biologie des riborégulateurs chez C. 
difficile 630, et les avenues possibles pour une application semblent prometteuses si on se fie 
aux résultats obtenus au cours du présent projet de recherche. Il y a encore beaucoup à 
découvrir sur les stratagèmes utilisés par les organismes unicellulaires pour la régulation de 
leur expression génique. Pour finir, chaque nouvelle percée scientifique sur C. difficile pave 
la voie à d’autres découvertes qui permettront de contrer les infections causées par ce 
pathogène opportuniste qui fait des victimes chaque jour dans le monde entier. 
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ANNEXES 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure supplémentaire 1.  Alignement de séquences du riborégulateur guaA de C. difficile 
630, M68, 196, R20291 et M120. Séquences correspondant aux riborégulateurs guanine 
guaA de cinq souches de C. difficile. Les séquences proviennent de NCBI. Les séquences 
commencent après le -10 (TATA box) et finissent au dernier nucléotide avant le codon 
«start» (ATG). La séquence consensus est surlignée en noir. La séquence correspond à la 
souche indiquée à sa gauche. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure supplémentaire 2.  Alignement de séquences du riborégulateur xpt de C. difficile 
630, M68, 196, R20291 et M120. Séquences correspondant aux riborégulateurs guanine xpt 
de cinq souches de C. difficile. Les séquences proviennent de NCBI. Les séquences 
commencent après le -10 (TATA box) et finissent au dernier nucléotide avant le codon 
«start» (ATG). La séquence consensus est surlignée en noir. La séquence correspond à la 
souche indiquée à sa gauche.  
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Figure supplémentaire 3.  Alignement de séquences du riborégulateur CD_21070 de C. 
difficile 630, M68, 196, R20291 et M120. Séquences correspondant aux riborégulateurs 
guanine CD_21070 de cinq souches de C. difficile. Les séquences proviennent de NCBI. Les 
séquences commencent après le -10 (TATA box) et finissent au dernier nucléotide avant le 
codon «start» (ATG). La séquence consensus est surlignée en noir. La séquence correspond à 
la souche indiquée à sa gauche. 
 
 
 
Figure supplémentaire 4.  Alignement de séquences du riborégulateur CD_27040 de C. 
difficile 630, M68, 196, R20291 et M120. Séquences correspondant aux riborégulateurs 
guanine CD_27040 de cinq souches de C. difficile. Les séquences proviennent de NCBI. Les 
séquences commencent après le -10 (TATA box) et finissent au dernier nucléotide avant le 
codon «start» (ATG). La séquence consensus est surlignée en noir. La séquence correspond à 
la souche indiquée à sa gauche.  
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